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Bij de afstoting van orgaan- en weefseltransplantaten spelen 
twee immunologische reakties een rol: de cellulaire en de humorale 
immuniteitsreaktie. 
De cellulaire immuniteitsreaktie leidt binnen enkele dagen 
tot infiltratie van het transplantaat met lymfoide cellen van de 
ontvanger. Deze cellen beschadigen in de loop van enkele dagen 
tot weken het transplantaat onherstelbaar. De specificiteit van 
de cellulaire immuunreaktie blijkt uit het feit dat de immuniteit 
tegen het transplantaat op een ander individu kan worden overge­
bracht door toediening van viabele lymfосуten van de ontvanger. 
De cellulaire immuunreaktie kan worden geremd met sommige cyto-
statica, met glycocorticoiden en met antilymfocytenserum. 
De humorale immuniteitsreaktie leidt ertoe dat antilichamen 
in de circulatie komen, die specifiek gericht zijn tegen anti­
genen waarin de ontvanger van de donor verschilt. Een belangrijk 
deel hiervan wordt cytotoxisch genoemd, omdat deze antilichamen 
in vivo en in vitro onder bepaalde omstandigheden donorcellen 
kunnen verwoesten. De antilichamen zijn enkele dagen na de trans­
plantatie aantoonbaar en de hoogste concentratie ervan wordt be­
reikt na twee tot drie weken. De humorale immuniteitsreaktie is 
veel moeilijker te onderdrukken dan de cellulaire (Stetson 1963, 
Russell en Monaco 1965, Russell en Winn 1970, Billingham en 
Silvers 1971). 
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DE HUMORALE IMMUNITEITSREAKTIE 
Humorale immuni teitsreakties treden het duidelijkst op de 
voorgrond bij de transplantatie van direct gevasculariseerde or-
ganen. Zo kent men bij de menselijke niertransplantatie het 
dramatische beeld van de hyperacute afstoting. Zeer kort na aan-
sluiting van het orgaan op de bloedsomloop van de ontvanger wordt 
de nier oedemateus en cyanotisch; de doorbloeding komt tot staan; 
de nier is binnen enkele uren afgestoten. Zo'n hyperacute af-
stoting ontstaat alleen wanneer reeds voor de transplantatie bij 
de ontvanger humorale antilichamen circuleren, gericht tegen de 
weefselantigenen van de donor en meestal opgewekt door vooraf-
gaande zwangerschappen of bloedtransfusies (Porter 1963, Kissmeyer-
Nielsen et al 1966). Histologisch onderzoek toont trombocyten-
aggregatie, fibrine afzetting en een sterke concentratie van gra-
nulocytes Het beeld verschilt wezenlijk van het voornamelijk 
lymfocytair infiltraat bij de afstoting van nieren door tevoren 
niet gesensibiliseerde ontvangers (Porter 1967, Williams et al 
1968, Milgrom et al 1971). 
Humorale antilichamen spelen ook een centrale rol bij de laat 
optredende, zogenaamd chronische, afstoting van niertransplantaten. 
Daarbij vindt men ook vaatobstructie door trombocytenaggregaten en 
fibrine, en de afstoting is duidelijk gecorreleerd met de ont-
wikkeling van humorale antilichamen, specifiek gericht tegen 
donorantigenen (Jeannet et al 1970) . 
Ook in dierexperimentele modellen is deze afstoting door 
antilichamen bekend. Bij verschillende diersoorten circuleren 
natuurlijk voorkomende antilichamen tegen andere species. Wordt 
bijvoorbeeld een nierxenotransplantaat geplaatst in een ontvanger 
met zulke tegen de donorspecies gerichte natuurlijke antilichamen, 
dan ontstaat eveneens het beeld van een hyperacute afstoting. De 
histologische veranderingen komen sterk overeen met die van de 
hyperacute afstoting, waargenomen bij menselijke niertransplan-
taten (Perper en Najarían 1966, Giles et al 1970, Rosenberg et al 
1971). Ook bij nierallotransplantaten bij tevoren geïmmuniseerde 
dieren is hyperacute afstoting beschreven, maar de reaktie verloopt 
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minder heftig dan bij een xenotransplantaat (Holter et al 1972, 
MacDonald et al 1972, Kobayashi et al 1972, McDowell 1973). 
DE ROL VAN HET COMPLEMENTSYSTEEM BIJ DE HUMORALE IMMUNITEITS-
REAKTIE 
Bij de humorale immuniteitsreaktie wordt de destructie van 
het transplantaat niet veroorzaakt door de antilichamen als zo-
danig. Na hun binding aan het overeenkomstig antigeen wordt het 
complementsysteem geaktiveerd. Dit complementsysteem bestaat uit 
een groep serumeiwitten (complementiaktoren, genummerd Cl, C2, 
etc.) die na achtereenvolgende aktivatie tenslotte een destruc-
tief effect hebben. Bovendien ontstaan tijdens de aktivering 
stoffen die secundaire ontstekingsreakties in gang zetten (hoofd-
stuk 7) . 
Na niertransplantaties bij de mens werd een correlatie ge-
vonden tussen de mate van afstoting en de serumspiegels van ver-
schillende complementcomponenten. Vooral bij de zeer snel na 
transplantatie optredende humoraal gemedieerde afstotingsprocessen 
trad een duidelijke daling van complementfaktoren op (Guiney et 
al 1964, Austen en Russell 1966, Gewürz et al 1966, Cooper en 
Cochrane 1974). Bovendien kon C3 met immunofluorescentietechnieken 
aangetoond worden op het endotheel van de vaten en de capillairen 
van de glomerulus (McKenzie en Whittingham 1968, Porter et al 
1968) . 
Bij de hond werd een duidelijke daling van de spiegel van een 
aantal complementfaktoren en van de circulerende hoeveelheid na-
tuurlijk voorkomende antilichamen tegen het schaap aangetoond, 
direct in aansluiting aan transplantatie van een schapenier (xeno-
transplantatiemodel) (Gewürz et al 1966). French toonde in 1972 
aan dat niertransplantaten van de rat, die na tevoren verrichte 
aktieve of passieve ïmmunisatie niet hyperacuut werden afgestoten, 
wel binnen 24 uur ten gronde gingen wanneer direct na de transplan-
tatie vers caviaserum als complementbron intraveneus werd toege-
diend. Kennelijk werd in dit transplantatiemodel het eigen comple-
mentsysteem van de rat onvoldoende geaktiveerd en was er een 
efficiënter exogeen complement noodzakelijk om hyperacute af-
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stoting op gang te brengen. Later werd bij de rat gevonden dat 
toevoegen van een exogeen complement niet noodzakelijk was indien 
er grote antigene verschillen bestonden tussen donor en ontvanger 
(Fabre en Morris 1974, Guttmann 1974). 
Verschillen in effectiviteit van het complementsysteem van 
verschillende species zijn ook in vitro aantoonbaar. Onderzoek 
van Winn (1965), Koene (1972) en Koene en McKenzie (1973) heeft 
aangetoond dat bij de lysis van erytrocyten en lymfocyten in vitro 
het complementsysteem van de muis minder werkzaam is dan dat van 
de cavia, terwijl dit laatste weer inferieur is aan het comple-
mentsysteem van het konijn. Naast de effectiviteit van het com-
plementsysteem zijn bij cytotoxiciteitsreakties in vitro twee 
andere faktoren van belang. Op de eerste plaats de concentratie 
van antigeen-antilichaamcomplexen op de celmembraan. Naarmate de 
genetisch bepaalde antigene verschillen tussen donor en ontvanger 
groter zijn zullen in een door ïmmunisatie van de ontvanger be-
reid antiserum meer verschillende antilichamen tegen de donor 
aanwezig zijn. Hoe meer antigeen-antilichaamcomplexen per opper-
vlakte-eenheid op een cel aanwezig zijn in een cytotoxiciteits-
test, hoe gemakkelijker een bepaald complementsysteem geaktiveerd 
wordt. Op de tweede plaats speelt de antilichaamklasse een rol. 
Er zijn aanwijzingen dat sommige complementspecies beter door IgM, 
andere beter door IgG geaktiveerd worden (Winn 1965). 
DE INVLOED VAN ANTILICHAMEN OP HUIDTRANSPLANTATEN 
Niet alle weefseltransplantaten zijn even gevoelig als de 
nier voor de destructieve invloed van antilichamen en complement. 
Billingham, Brent en Medawar (1954) gelukte het niet passieve 
ïmmunisatie tegen huidtransplantaten bij de muis op te wekken 
door middel van hyperïmmuunsera, ook niet bij hernieuwde pogingen, 
waarbij variaties in dosering, tijdschema, en wijze van toe-
diening werden onderzocht (Billingham en Brent 1956). Voisin en 
Maurer (1956, 1957) zagen na injectie van serum van gesensibili-
seerde cavia's vaak een kortere overleving van huidtransplantaten 
bij die diersoort, maar geen hyperacute afstoting. Stetson en 
Demopoulos (1958) konden door het geven van multipele lokale in-
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jecties van alloantiserum in huidtransplantaten bij de muis ver-
snelde afstoting opwekken. De resultaten waren echter weinig re-
produceerbaar en werden verricht bij ingroeiende transplantaten 
van 2-4 dagen oud. Stetson en Jensen (1960) beschreven versnelde 
afstoting van huidtransplantaten bij de muis door parenterale 
toediening van immuunsera, nadat door lokale injectie van hista-
mine vasodilatatie in het transplantaat veroorzaakt was. Zij namen 
aan dat door deze sterkere doorbloeding de circulerende anti-
lichamen de antigenen van het transplantaat wel konden bereiken 
en dan bloedingen en necrose veroorzaakten. Hasek et al (1965, 
1969) konden bij eenden die embryonaal of neonataal tolerant ge-
maakt waren voor de donorantigenen snelle afstoting van huidallo-
transplantaten opwekken door toediening van antiserum. Cellulaire 
faktoren leken hierbij toch een belangrijke rol te spelen omdat 
de huidtransplantaten sterk geïnfiltreerd bleken te zijn met 
kleine lymfocyten. Harris et al (1972) vonden zeer variërende 
effecten van alloantilichamen op huidallotransplantaten bij de 
muis, afhankelijk van de gebruikte pool van op dezelfde wijze be-
reide alloantiglobulinen: versnelde afstoting van het transplantaat 
(maar geen hyperacute afstoting), partieel of geen effect en zelfs 
verlenging van de transplantaatoverleving. Baldamus et al (1973) 
beschreven acute destructie door humorale antilichamen van ratte-
huid, getransplanteerd op muizen die tevoren dankzij thymectomie 
en behandeling met anti lymfосуtenserum een fraaie ingroei van het 
transplantaat toonden. Van deze xenotransplantaten was 9 5% na 
intraveneuze injectie van muis-anti-rat-serum na 48 uur vernietigd. 
Dit model was eigenlijk het eerste waarin reproduceerbare resul­
taten werden verkregen. Ook huidallotransplantaten bij de rat 
konden bij geschikte genetische combinaties afgestoten worden met 
behulp van alloantisera, zonder toevoeging van exogeen complement 
(Jooste et al 1973, Jooste en Winn 1975). 
HET VERSCHIJNSEL ENHANCEMENT 
Behalve afstoting kunnen specifieke antilichamen ook ver­
lenging van de transplantaatoverleving tot stand brengen. Dit ver­
schijnsel staat bekend als enhancement. Het werd het eerst in de 
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tumorimmunologie beschreven: getransplanteerde muizetumoren 
groeiden sneller (enhanced growth) en werden minder vaak afge-
stoten indien tegelijkertijd specifiek tegen deze tumoren gerichte 
antistoffen werden toegediend. Men maakt onderscheid tussen pas-
sieve en aktieve enhancement, al naar gelang de antilichamen aan 
de ontvanger worden toegediend dan wel door hem zelf worden ge-
vormd. Enhancement kan zich zowel bij orgaan- als bij huidtrans-
plantaties voordoen. Bij de rat kan de overleving van nierallo-
transplantaten door middel van enhancement zo sterk worden ver-
lengd dat de organen blijven functioneren tot de dood van de 
ontvanger. Ook de overleving van een huidtransplantaat bij de 
muis kan in geschikt gekozen donor-ontvangercombinaties door toe-
diening van specifieke antilichamen ten tijde van de transplan-
tatie sterk worden verlengd (hoofdstuk 5). 
Omdat enhancement een vorm van immunosuppressie is die spe-
cifiek gebaseerd is op het antigene verschil tussen donor en ont-
vanger spreekt men van specifieke immunosuppressie, ter onderschei-
ding van de onspecifieke immunosuppressie die kan worden verkregen 
door onderdrukking van het gehele immunologische afweersysteem met 
farmaca en/of antilymfocytenserum. Het is duidelijk dat de toe-
passing van enhancement in de klinische orgaan- en weefseltrans-
plantatie onmogelijk zal blijven zolang het onmogelijk is enhancing 
antilichamen te scheiden van de cytotoxische antilichamen die 
hyperacute afstoting veroorzaken. 
DOELSTELLING VAN HET ONDERZOEK 
De vraag rijst of en in hoeverre het mogelijk zal zijn uit 
nader onderzoek van de humorale immuniteitsreakties gegevens te 
putten die in de toekomst toepasbaar zouden kunnen worden in de 
klinische transplantatie. Deze vraag klemt temeer omdat zich, 
ondanks de grote uitbreiding van het aantal niertransplantaties 
in de afgelopen 10 jaar - met uitzondering van de ontwikkeling 
van de selectie op transplantatie-antigenen - geen fundamentele 
verbetering heeft voorgedaan op het terrein van het voorkomen of 
onderdrukken van de afstotingsreaktie. Nog steeds wordt gewerkt 
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met niet specifieke immunosuppressie, een behandelingswijze, die 
de ontvanger verhoogd kwetsbaar maakt voor infecties met bacteriën, 
virussen en schimmels, hem blootstelt aan de nadelige effecten 
van glycocorticoiden en aan een verhoogde kans op het ontstaan van 
tumoren. Klinische toepassing van specifieke immunosuppressie zou 
een belangrijke verbetering betekenen van transplantatie als be-
handelingsmethode bij de mens. 
Tegen deze achtergrond besloten wij de effecten van humorale 
antilichamen en van complement op transplantaten opnieuw te be-
studeren. Als model werd gekozen voor de huidtransplantatie bij 
de ingeteelde muis, waarbij de immunogenetische achtergrond nauw-
keurig bekend is, terwijl transplantatiefenomenen als de onge-
modificeerde afstotingsreaktie, verlenging van de transplantaat-
overleving met specifieke en niet-specifieke immunosuppressie en 
- sedert onderzoek in ons laboratorium - ook hyperacute afstoting 
reproduceerbaar kunnen worden opgewekt. 
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Hoofdstuk 2 
TRANSPLANTATIE GENETICA VAN DE GEBRUIKTE MUIZESTAMMEN 
INLEIDING 
De transplantatie-antigenen die een rol spelen bij de af-
stoting van lichaamsvreemd weefsel zijn genetisch bepaald door de 
zogenaamde histocompatibiliteitsgenen. De muis is uitermate ge-
schikt voor de bestudering van deze genen, omdat van deze soort 
een groot aantal sterk ingeteelde stammen ontwikkeld zijn, waar-
door het mogelijk werd de immunogenetische aspecten te bestuderen. 
Het is gebleken dat er sterke en zwakke transplantatie-antigenen 
voorkomen en dat de genen die coderen voor de sterke antigenen, 
alle dicht bij elkaar in een klein segment van één enkel chromo-
soom gelegen zijn. Bij ae muis wordt dit segment het Histocompa-
tibility)^ complex genoemd, gelegen op het 17e chromosoom. Huid-
transplantaten, uitgewisseld tussen stammen, die in het H-2 complex 
verschillen, worden na 10-15 dagen afgestoten. Hiernaast bestaat 
er een groot aantal zwakkere histocompatibiliteitsgenen (non H-2), 
die gelocaliseerd zijn op andere chromosomen. Deze zijn verant-
woordelijk voor zwakkere transplantatie-reakties die in deze 
bespreking buiten beschouwing gelaten worden omdat in de door ons 
gebruikte experimentele modellen vooral de sterke histocompatibi-
liteitsgenen van belang zijn. 
HET H-2 COMPLEX 
Het H-2 complex kan men onderverdelen in regio's waarin genen 
gelegen zijn die verschillende immunologische fenomenen controleren. 
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De organisatie van de betreffende regio's is weergegeven in fi­
guur 2.1. 
Figuur 2.1. De regio's van het H-2 coirplex en hun producten 
К Ir-IA Ir-IB I-C S D 
Producten _l ι ι ι 1 1 
serologisch aantoonbare antigenen 




Omdat de chromosomen paarsgewijs voorkomen zullen ook de H-2 
regio-genen in tweevoud aanwezig zijn. Men spreekt daarom van 
allelen als men genen bedoelt op corresponderende genetische loei. 
Een specifieke combinatie van allelen op alle loei noemt men een 
haplotype. Bij de ingeteelde muis zijn er 6 standaard haplotypes 
bekend. Deze worden aangeduid als H-2b, H-2 , H-2f, H-2k, H-2q en 
H-2 . Behalve deze standaard haplotypes is er een groot aantal 
stammen met een ander haplotype, maar deze blijken alle te bestaan 
uit recombmaties van segmenten van de verschillende standaard­
types. Het haplotype H-2 is bijvoorbeeld een recombinatie van 
d к H-2 en H-2 , waarbij de crossing over heeft plaats gevonden 
tussen de Ir-IB en I-C regio (zie tabel 2.1). Er zijn bij de muis 
momenteel 26 van zulke recombmatie-haplotypes goed gedefinieerd. 
Het voorkomen van deze recombmaties heeft het mogelijk gemaakt om 
een inzicht te krijgen in de structuur van het H-2 complex en in 
de functies van de verschillende regio's. 
De H-2K en de H-2D regio bevatten elk één gen, dat verant-
woordelijk is (codeert) voor de productie van een membraaneiwit 
(H-2 antigeen). Tegen dit antigeen concentreert zich de trans-
plantaatafstoting. Elk haplotype zal dus aanleiding kunnen geven 
tot de vorming van twee H-2 antilichamen met een verschillende 
specificiteit, respectievelijk gericht tegen een door de H-2K en 
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een door de H-2D regio gecodeerd H-2 antigeen. Met behulp van de-
ze H-2 antilichamen kan men de H-2 antigenen identificeren. De be-
treffende H-2 antigenen worden "private specificities" genoemd, 
zijn specifiek voor één bepaald haplotype en worden met cijfers 
aangeduid. Zo is het haplotype H-2 gekenmerkt door de "private 
specificities" H-2.4 (D) en H-2.31 (K). Daarnaast zijn er anti-
lichamen bereid, gericht tegen antigenen, welke eveneens geco-
deerd lijken te worden door de H-2D of К regio, maar die bij meer 
dan één haplotype voorkomen. Deze antigenen staan bekend als 
"public specificities" en zijn - naar recente gegevens suggereren -
gericht tegen determinanten die verschillende H-2 "private" anti-
genen gemeen hebben. Men spreekt daarom van kruisreagerende anti-
lichamen. 
De I-regio, die uit tenminste 3 subregio's bestaat (Ir-1A, 
Ir-1B en I-C), controleert een aantal immunologische fenomenen, 
waaronder de antilichaamrespons tegen bepaalde synthetische anti-
genen, de gemengde lymfocytenreaktie, de graft-versus-host-reaktie 
en ook transplantaat-afstoting. Deze regio is de laatste jaren 
zeer intensief bestudeerd. Er blijken genen op voor te komen waar-
van de producten serologisch herkenbare antigenen zijn (Ia-anti-
genen), die voornamelijk op B-lymfocyten in dichte concentratie 
aanwezig zijn. Hoewel deze Ia-antigenen een belangrijke rol lijken 
te spelen bij de afstotingsreaktie, met name in de herkennings-
fase van deze reaktie, wordt er hier niet verder op ingegaan omdat 
ze buiten het bestek van deze studie vallen. 
Tenslotte herkent men in het H-2 complex nog een S-regio, 
welke de productie van een aantal serumeiwitten controleert en 
bovendien genen bezit die de complementaktiviteit van het serum 
mede bepalen. 
Het hierboven gegeven beknopte overzicht van het H-2 systeem 
heeft alleen informatie verstrekt die noodzakelijk is voor een 
goed begrip van de door ons gebruikte modellen. Voor uitgebrei-
dere overzichten wordt verwezen naar de bestaande literatuur 
(Demant 1973, Klein 1974, Shreff1er en David 1975). 
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De s t r u c t u u r v a n h e t H-2 c o m p l e x v a n d e m u i z e s t a m m e n d i e i n 
d e e x p e r i m e n t e n w e r d e n g e b r u i k t i s w e e r g e g e v e n i n t a b e l 2 . 1 . 
Tabe l 2 . 1 . Het H-2 complex van d e g e b r u i k t e muizestammen 
Stam H-2 H-2 r e g i o ' s 
haplotypes К Ir-lA Ir-lB I-C S D 
B10.D2 d 
C57BL6 b 
BIO.LP nu/nu b 
C3H к 
А а 
In het merendeel van onze experimenten werd gebruik gemaakt 
van de B10.D2 stam als donor. Dit is een zogenaamde congeen resis­
tente stam. De muizen zijn gekweekt volgens een foksysteem waar­
bij uit twee ouderstammen uiteindelijk één nieuwe ingeteelde stam 
wordt ontwikkeld die slechts in een enkel kort chromosoom segment 
van een van de beide ouderstammen verschilt. Bevat het betreffende 
chromosoom segment een histocompatibiliteitsregio, bijvoorbeeld 
het H-2 complex, dan zullen de ouderstam en congene stam eikaars 
transplantaten afstoten. Voor alle overige genetisch bepaalde ken-
merken zullen beide stammen volledig identiek zijn. De B10.D2 stam 
draagt het H-2 haplotype en is congeen met de C57BL10 stam die 
het H-2 haplotype draagt. De C57BL6 stam is afgeleid van de 
C57BL10 en hieraan nog vrijwel identiek met name wat betreft de 
belangrijkste transplante 
stam is dus eveneens H-2 
atie-antigenen. Het haplotype van deze 
,b 
De BIO.LP muis bezit ook het H-2 haplotype. Deze stam is 
congeen met de C57BL10. Hij verschilt echter van de ouderstam niet 
in het H-2 complex, maar in een ander chromosoom segment, dat 
с b 
enkele non H-2 transplantatie-antigenen controleert (H-13 en H-3 ), 
19 
Voorts bevat dit segment ook een allei dat de haarkleur bepaalt. 
In tegenstelling tot de zwarte C57BL10 is deze muis bruin (agouti). 
De faktor nu/nu, die gepaard gaat met haarloosheid en congenitale 
afwezigheid van de thymus, is ingeteeld in de BIO.LP stam. In de 
experimenten gebruikte nu/nu muizen zijn dus congeen met BIO.LP 
en dragen eveneens het H-2 haplotype. 
De C3H stam draagt het standaard haplotype H-2 . 
De A stam is reeds langdurig bekend. Retrospectief valt uit 
de structuur van het H-2 complex af te leiden dat deze stam vrij­
wel zeker ontstaan is uit een recombinatie van het standaard d en 
к haplotype, waarbij de crossing over heeft plaats gevonden in de 
I-regio (zie tabel 2.1). 
DE DONOR-ONTVANGER COMBINATIES 
B10.D2 -» (C57BL6 χ A)F1 = B6AF1 (d -» b χ a) . 
De ontvanger, nakomeling (eerste generatie = Fl) van een 
C57BL6 en een A ouder, bezit het haplotype a, waardoor hij van de 
donor slechts verschilt in de K, Ir-1A en Ir-1B regio (tabel 2.1). 
Omdat B10.D2 congeen is met C57BL6 wordt door invoering van deze 
laatste stam in de ontvanger bereikt dat er geen non H-2 ver­
schillen aanwezig zijn in deze combinatie. Door immunisatie van 
B6AF1 ontvangers met B10.D2 lymfoide cellen wordt een alloanti-
serum verkregen dat slechts een beperkt aantal specificiteiten be­
vat die alleen gericht kunnen zijn tegen К of I regio-antigenen. 
Tot dusverre zijn in dit serum een tweetal antilichamen gedefini­
eerd, nl. specificiteit 31 en 34. Specificiteit 31 is gericht tegen 
de К regio en geeft een sterke cytotoxische reaktie in vitro. Het 
serum wordt daarom ook anti H-2K.31 genoemd. Later is specifici­
teit 34 ontdekt, die waarschijnlijk gericht is tegen een antigeen 
in de I-regio (Davies 1974). Indien B10.D2 huid wordt getransplan­
teerd op een B6AF1 ontvanger ontstaat er een afstoting van het 
transplantaat na 12-13 dagen. 
C3H •* B6AF1 (k •* b χ a) . 
Deze combinatie werd slechts voor controle experimenten ge­
bruikt. Uit tabel 2.1 blijkt dat donor en ontvanger verschillen 
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voor I-C, S en D. Voorts is er een onbekend aantal non H-2 ver-
schillen. In dit model worden huidtransplantaten na 13 tot 14 da-
gen afgestoten. 
B10.D2 ->· BIO.LP nu/nu (d •* b) . 
Door immunisatie van de ontvanger zou men in principe anti-
lichamen tegen H-2 antigenen moeten kunnen opwekken, aangezien 
beide stammen voor het gehele H-2 complex van elkaar verschillen. 
De thymus speelt echter een belangrijke rol bij de antilichaam-
respons en het is niet onmogelijk dat door het ontbreken van dit 
orgaan bij de nu/nu muis de antilichaamvorming anders verloopt. 
Dit probleem wordt nader besproken in hoofdstuk 6. Huidtransplan-
taten worden in dit model doorgaans niet spontaan afgestoten, om-
dat de ontvangers door het ontbreken van de thymus niet in staat 




MATERIAAL EN METHODEN 
PROEFDIEREN 
Muizen 
Ingeteelde B10.D2 new/Sn, A/Hej en СЗН/HeJ muizen werden oor­
spronkelijk verkregen van het Jackson Laboratory (Bar Harbor, 
Maine, USA). Deze stammen werden op de dierenboerderij van het 
Centraal Dierenlaboratorium in stand gehouden door middel van 
voortdurende inteelt (Jaarverslag 1974 Centraal Dierenlaborato­
rium, Nijmegen). Ingeteelde C57BL6/Rij en congenitaal thymusloze 
muizen (nu/nu) werden betrokken van het Radiologisch Instituut te 
Rijswijk (Nederland). De faktor nu/nu was ingeteeld in een BIO.LP 
stam. De door ons gebruikte congenitaal thymusloze muizen waren in 
de 2e tot 4e terugkruisgeneratie. (C57BL6/Rij χ A/HeJ) Fl (=B6AF1) 
hybriden werden op de dierenboerderij van het Centraal Dierenla­
boratorium gefokt. 
Alle muizen kregen geperst voer (RMH-B Hope Farms BV Woerden) 
en kraanwater ad libitum. Ze zaten per experimentele groep in 
kooien in het Centraal Dierenlaboratorium bij kampertemperatuur 
(21 C). Een uitzondering hierop vormden de congenitaal thymusloze 
muizen. Zij zaten geïsoleerd in een vertrek met wat hogere tempera-
tuur (24 C) en werden beschermd door een aantal hygiënische maat-
regelen. Deze dieren kregen door bestraling (3, 4 MegaRad) ge-
steriliseerd voer (RMH-B bestraald, Hope Farms BV, Woerden). Bij 
de huidtransplantatie en de controle van het huidtransplantaat 
werden steriele handschoenen en schone laboratoriumjassen gedragen, 
die in het betreffende dierenverblijf aanwezig bleven. Bij de 
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transplantatie werden gesteriliseerde instrumenten gebruikt. De 
overlevingsduur van de door ons gebruikte congenitaal thymus loze 
muis bedroeg onder deze omstandigheden gemiddeld ongeveer 100 da-
gen. Dit is in overeenstemming met gegevens uit de literatuur 
(Pantelouris 1971, Wortis 1971). 
Alle muizen die als donor of ontvanger van huidtransplanta-
ten werden gebruikt waren tussen 6 en 12 weken oud, om grootte en 
gewicht niet teveel te laten variëren. Voor de immunisaties werden 
dieren van elke leeftijd, ook ouder dan 12 weken, gebruikt. 
Ratten 
Ratten van de ingeteelde PVG/c stam werden gebruikt als donor 
van staarthuid (xenotransplantaat) (Jaarverslag 1974 Centraal 
Dierenlaboratorium, Nijmegen). Lymfoied weefsel (milt en thymus) 
van deze dieren werd gebruikt voor het bereiden van muis-anti-
rat-lymfocytenserum (MARS). 
Konijnen 
Witte Nieuw Zeelanders werden van een konijnefokbedrijf ge-
kocht. Daar werd een open foksysteem gehanteerd. De dieren werden 
gebruikt voor de bereiding van konijnecomplement (rabbit comple-
ment = RC) . 
Geiten 
Op de markt werden geiten gekocht, die op het Centraal Dieren-
laboratorium werden geïmmuniseerd en verbloed ter bereiding van 
geit-anti-muis-lymfocytenserum (GAMLS). 
Cavia's 
Cavia's van het Centraal Proefdierenbedrijf TNO-Zeist (co-
dering: albino TNO-Zeist) , gefokt in een gesloten kolonie (random 
bred) werden gebruikt voor het bereiden van caviacomplement 
(guinea pig complement = GPC). 
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BEREIDING ALLOANTISERA 
Voor de bereiding van B6AFl-anti-B10.D2-serum (anti H-2K.31 
serum) werd gebruik gemaakt van de volgende methode (Munoz 1957) : 
eenmaal per 1 à 2 weken werden vrouwelijke B6AF1 ontvangers in-
traperitoneaal ingespoten met een suspensie van 5 χ 10 lymfoiede 
cellen uit thymus en milt van de B10.D2 donor. De eerste zes maal 
geschiedde dit na menging van de celsuspensie met compleet Freund's 
adjuvant (CFA, Difco Laboratories, Michigan, USA). Na ongeveer 6 
weken ontwikkelden de muizen ascites, die om de 1-2 weken werd 
afgetapt. De cytotoxiciteitstiter van de ascites-vloeistof was 
dezelfde als die in het serum van de muizen. De opbrengst van een 
aantal weken werd verzameld, gedurende 45 minuten bij 56 С geïn-
cubeerd om anticomplementaire aktiviteit te verwijderen en daarna 
gesteriliseerd door filtratie via een bacteriefliter. Vervolgens 
werden de sera in hoeveelheden van 10 ml verdeeld en bewaard bij 
-20 С. De titers van de zo verkregen serumpools waren in de cyto-
toxiciteitstest steeds 1:256 of 1:512. Het verbloeden van getrans­
planteerde muizen om daarna hun sera in de cytotoxiciteitstest te 
kunnen testen op aanwezigheid van antilichamen geschiedde d.m.v. 
de oogextractiemethode (Reitsma 1967). 
BEREIDING VAN HETEROANTISERA 
Muis-anti-rat-serum (MARS). 
Hiervoor werd dezelfde methode gebruikt als bij de bereiding 
van alloantisera (Munoz 1957). PVG/c ratten leverden thymus en 
milt voor de bereiding van een celsuspensie die bij vrouwelijke 
B6AF1 muizen intraperitoneaal werd ingespoten. In de cytotoxici­
teitstest met PVG/c lymfосуten en konijnecomplement was de titer 
van de aldus verkregen serumpools 1:512 of 1:1024. 
Geit-anti-muis-lymfocyten-serum (GAMLS). 
Een geit kreeg een subcutane injectie van 5-8 χ 10 B6AF1 
lymfocyten (thymus en mesenteriale lymfklier), gemengd met com­
pleet Freund's adjuvant. Met tussenpozen van telkens 1 week volg­
den 4 intraveneuze injecties van hetzelfde aantal cellen zonder 
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Freund's adjuvant. Zes weken na de eerste ïmmunisatie werd het 
dier verbloed. Het serum werd gedurende 45 minuten op 56 С verhit 
en na verdeling in hoeveelheden van ongeveer 10 ml bij -20 С be­
waard. De titer van het aldus verkregen GANLS bedroeg in de cyto-
toxiciteitstest met B10.D2 lymfocyten en konijnecomplement 1:5120 
à 40960. 
BEREIDING KONIJNECOMPLEMENT (RC) EN CAVIACOMPLEMFNT (GPC) 
Konijneserum bevat vaak natuurlijke antilichamen gericht te-
gen muizelymfocyten. Zulke sera zijn onbruikbaar als complement-
bron, daar ze zonder toevoeging van het te testen antiserum, al 
lysis van lymfocyten in de cytotoxiciteitstest veroorzaken. Daar-
om werd eerst bij een aantal konijnen een proefbloedmg verricht. 
Het bloed kon 45 minuten stollen waarna het serum onderzocht werd 
op toxiciteit voor muizenlymfocyten (B10.D2). Indien er een lysis 
van minder dan 15% optrad in een verdunning van 1:4 werden de be-
treffende konijnen bruikbaar geacht en verbloed door middel van 
hartpunctie. Het bloed kon 30-45 minuten stollen bij kamertempera-
tuur, daarna werd het bij 4 С afgecentrifugeerd. Het serum werd 
terstond daarna op ijs in kleine hoeveelheden (1.5 ml) verdeeld 
en bij -20 С bewaard totdat het gebruikt werd. Vóór het gebruik 
in vivo werd het serum op zijn aktiviteit beoordeeld in vitro in 
de cytotoxiciteitstest. Absorpties van konijnecomplement vonden 
plaats na het ontdooien. 
Cavia's werden verbloed door middel van hartpunctie. Nadat 
het bloed gedurande 30-45 minuten gestold was werd het bij 4 С ge­
centrifugeerd en terstond daarna op ijs in kleine hoeveelheden 
verdeeld (0.5 ml) en opgeslagen bij -20 С. обг het gebruik in vi­
vo werd het serum in vitro onderzocht op toxiciteit en aktiviteit 
in de cytotoxiciteitstest. 
CYTOTOXICITEITSTEST 
Als in vitro cytotoxiciteitstest werd de trypaanblauw-
exclusiemethode van Gorer en O'Gorman (1956) gebruikt. Miltcellen 
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werden met behulp van Tris-NH.Cl vrij van erytrocyten gemaakt 
5 (Boyle 1968). 0.1 ml cellen (5 χ 10 ) werd geincubeerd met gelijke 
volumina antiserumverdunningen en konijnecomplement of cavia­
complement (beide 1:4 verdund) bij 37 С gedurende 30 minuten. Na 
toevoegen van enkele druppels 0,2% trypaanblauw werd het percen­
tage gelyseerde cellen onder het microscoop geteld. Als titer werd 
genomen de verdunning waarbij 50% lysis optrad. Sera die anti-
complementaire aktiviteit toonden werden voor het gebruik in de 
cytotoxiciteitstest verhit op 56 С gedurende 45 minuten. Hierdoor 
kon de anticomplementaire aktiviteit grotendeels verwijderd worden. 
Bij bepaling van de aktiviteit van complement (complementtitratie) 
werd van dezelfde test gebruik gemaakt. Er werden dan verdunningen 
gemaakt van het als complementbron dienende serum. De hoeveelheid 
antiserum was dan steeds hetzelfde (0.1 ml 1:16 verdund). 
TRANSPLANTATIETECHNIEK 
Donor en ontvanger waren steeds van hetzelfde geslacht. Voor 
alle transplantaten werd staarthuid gebruikt. Deze werd verkregen 
door een circulaire incisie aan de craniale zijde van de staart 
en een ventrale lengte-incisie, waarna de huid gemakkelijk kon 
worden afgestroopt. De staart werd in 5 stukjes van alle ongeveer 
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0,8-0,9 cm verdeeld. De ontvanger werd met chlooralhydraat (0,15-
0,25 ml van een 3,6 g% oplossing intraperitoneaal) onder narcose 
gebracht en na scheren van de huid werd een defect van dezelfde 
grootte als het transplantaatje geknipt dorsaal rechts op de 
thorax, waarbij de panniculus carnosus gespaard bleef ("fitted 
graft" techniek volgens Billingham en Medawar 1951). Het stukje 
staarthuid werd in het defect bevestigd met behulp van hechtingen, 
ρ 
later door bespuiten met Nobecutane spray, hetgeen de procedure 
ρ 
aanzienlijk versnelde. Daarna werd obtulle over het transplan-
taat gelegd en vervolgens werd om de thorax een gipscorset aan­
gelegd. Bij weer later uitgevoerde experimenten werd vaseline 
i.p.v. obtulle op het transplantaat aangebracht en werd een 
pleister (hansaplast ) om de thorax van de muis geplakt. Op dag 6 
na transplantatie werd gipscorset of pleister weer verwijderd in 
een lichte ethernarcose. Werd later een tweede transplantaat aan-
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gelegd, dan geschiedde dit links dorsaal op de thorax volgens de­
zelfde techniek als het eerste transplantaat. 
Voor de xenotransplantaten werd rattestaarthuid gebruikt, 
die op identieke wijze werd geprepareerd als de muizestaarten. 
Er werd van 4-6 weken oude ratten gebruik gemaakt, omdat de staart-
2 
huid van jonge ratten beter ingroeide. Stukjes van 0.8-1.0 cm 
werden op de congenitaal thymusloze muis getransplanteerd. Aan-
R R 
vankelijk werd, na bespuiting met nobecutane , obtulle en een 
ρ 
gipscorset, later alleen een pleister (hansaplast ) rond de 
thorax aangebracht. Het omhulsel werd op dag 6 na transplantatie 
verwijderd. 
INTRAVENEUZE INJECTIE 
Intraveneuze injecties werden via de staartvene gegeven. Bij 
gelijktijdige toediening van twee sera werden deze tevoren gemengd. 
BEPALING VAN DE TRANSPLANTAATOVERLEVING 
Na het verwijderen van gipscorset of pleister op dag 6 
werden de huidtransplantaten dagelijks geïnspecteerd en gepalpeerd. 
Het percentage vitaal weefsel werd geschat en genoteerd. Als eind-
punt van de transplantaatoverleving werd de dag genomen, waarop 
geen vitaal transplantaatweefsel meer gevonden werd. De mediane 
overlevingstijd (median survival time = MST) en de standaard-
deviatie (SD) werden bepaald met behulp van de grafische methode 
van Litchfield (1949). 
THYMECTOMIE 
De thymectomie bij volwassen dieren geschiedde volgens de 
methode, beschreven door Haimov et al (1970). Hierbij wordt de 
thymus à vue verwijderd. 
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BESTRALING 
Totale lichaamsbestraling van muizen werd verricht met Co-
balt 60 apparatuur (Philips). De muizen werden in groepen tot 64 
tegelijkertijd bestraald, waarbij 400 R werd toegediend. De af-
stand en het veld waren zodanig gekozen dat de dosisverdeling 
over de muizen homogeen was met een maximale afwijking van 2%. 
De bestraling vond steeds plaats 1 dag voor de huidtransplantatie. 
HISTOLOGISCH ONDERZOEK 
Histologisch onderzoek geschiedde na fixatie van transplan-
taten en aangrenzende huid in formaline 4%. De paraffine coupes 
werden gekleurd met hematoxyline-eosine (HE). Daarnaast werden op 
een aantal coupes van elk tran9plantaat de fosforwolfraamzuur-
hematoxyline methode volgens Mallory voor fibrine en de techniek 




HYPERACUTE AFSTOTING VAN HUIDALLOTRANSPLANTATEN BIJ DE MUIS 
INLEIDING 
Zoals in hoofdstuk 1 is beschreven hebben verschillende on-
derzoekers vergeefs gepoogd hyperacute afstoting van huidallo-
transplantaten bij de muis te induceren door toediening van speci-
fieke antilichamen. Een nieuw poging leek gerechtvaardigd op 
basis van een tweetal gegevens. Ten eerste bleek muizecomplement 
in vitro bij de lysis door antilichamen van lymfocyten en erytro-
cyten minder effectief dan cavia- en konijnecomplement (Winn 1965, 
Koene 1972, Koene en McKenzie 1973) . Ten tweede werden nierallo-
transplantaten in gesensibiliseerde ratten door de werking van 
caviacomplement hyperacuut afgestoten, terwijl dat zonder toe-
voeging van dit exogeen complement niet lukte (French 1972). Ken-
nelijk kon het complementsysteem van de ene diersoort een effi-
ciënte werking ontplooien na injectie in een ander species, waar-
van het eigen complementsysteem onvoldoende geaktiveerd werd. 
Daarom werd de invloed van antilichamen op goed ingegroeide huid-
allotransplantaten opnieuw onderzocht, nu na toevoeging van het 
althans in vitro efficiënte complementsysteem van het konijn. 
RESULTATEN VAN TOEDIENING VAN ALLOANTISERUM EN KONIJNECOMPLEMENT 
B10.D2 staarthuid werd op B6AF1 ontvangers getransplanteerd. 
Zonder immunosuppressie bedroeg de mediane overlevingstijd (MST) 
voor vrouwelijke ontvangers 12.0 + 1.2 dagen (n = 47), voor manne-
lijke ontvangers 12.8 + 1.1 (n = 44). Om een voldoende lange periode 
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Tabel 4.1. Resultaten van intraveneuze toediening van B6AFl-anti-
B10.D2-serum en complement aan B6AF1 ontvangers met 
een goed ingegroeid transplantaat. 
Groep Donor aantal 
Behandeling 
B6AFl-anti- c d MST+SD ρ 
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Ontvangers kregen 0.25 ml GAMLS intraperitoneaal op dag 0, 2 en 4 na trans­
plantatie 
0.50 ml intraveneus op dag 10 na transplantatie 
Mediane Overlevings Ti]d en Standaard Deviatie in dagen 
Significantie niveau (Student's t-test) 
Afkortingen: RC = konijnecomplement, GPC = caviacomplement, NS = m e t sig­
nificant 
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te verkrijgen, gedurende welke de transplantaten goed ingegroeid 
waren en geen tekenen van afstoting toonden, werd 0.25 ml geit-
anti-muis-lymfосуtenserum (GAMLS) toegediend op dag 0, 2 en 4 na 
transplantatie. Bij de vrouwelijke ontvangers werd de MST hier­
door verlengd tot 21.3 + 1.3, bij de mannelijke tot 19.8 + 1.2 
dagen (Tabel 4.1, groep 1 en 2). Werd СЗН/HeJ staarthuid op manne­
lijke B6AF1 muizen getransplanteerd, dan gaf dezelfde behandeling 
met GAMLS een verlenging van de MST van onbehandelde ontvangers 
van 14.1 +1.1 dagen (n = 21) naar 22.0 + 1.2 dagen (groep 3). 
Deze eerste drie groepen vormen de controlegroepen. 
Op dag 10 na transplantatie waren de donorhuidjes fraai in-
gegroeid en toonden geen enkel teken van afstoting. Werd op deze 
dag 0.50 ml B6AFl-anti-B10.D2-serum intraveneus ingespoten samen 
met 0.50 ml vers konijneserum (komjnecomplement, RC) dan ont­
stond, in de situatie met B10.D2 donoren, binnen 24-48 uur necrose 
van de transplantaten (groep 4 en 5). Macroscopisch werd eerst 
cyanose zichtbaar van het transplantaat (na 2-4 uur), daarna ont­
stonden er bloedingen (na 4-8 uur). Ongeveer 8-12 uur na de in­
jectie bestond er lokale necrose en na 24-48 uur was het gehele 
transplantaat necrotisch (zie figuur 4.1). Zowel de mannelijke 
als de vrouwelijke ontvangers toonden het beeld van de hyperacute 
afstoting. Bij de vrouwelijke dieren verliep de afstoting over het 
algemeen in een sneller tempo dan bij de mannelijke. 
Indien alleen B6AFl-anti-B10.D2-serum i.V. werd gespoten 
ontstond er geen hyperacute afstoting (groep 8) . Ook na verhoging 
van de dosering antiserum tot 1.0 ml en i.V. injectie van 1.0 ml 
5 χ geconcentreerd serum ontstond er geen enkel teken van hyper­
acute afstoting. Wanneer alleen RC werd geïnjiceerd op dag 10 na 
transplantatie ontstond evenmin hyperacute afstoting (groep 9). 
Wel was er een geringe, maar significante daling van de MST. 
Hoewel het konijneserum dat gebruikt werd als complementbron 
in vitro niet toxisch was voor muize-lymfocyten, bestond toch de 
mogelijkheid dat het natuurlijke antilichamen zou kunnen bevatten, 
die m vivo een additieve transplantaatbeschadiging konden geven, 
welke samen met de cytotoxische anti-H-2K.31 antilichamen zou 
kunnen leiden tot hyperacute afstoting. Om deze mogelijkheid uit 
te sluiten werd het konijneserum voor injectie geabsorbeerd aan 
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Figuur 4 . 1 . Hyperacute a f s t o t i n g door a l loant iserum en konijnecomplement van 
een B10.D2 t r a n s p l a n t a a t op dag 10 na t r a n s p l a n t a t i e b i j een B6AF1 ontvanger 
met immunosuppressie door GAMLS. Het t r a n s p l a n t a a t i s f r aa i ingegroeid en 
toont vóór de i n j e c t i e (0 uur) geen tekenen van a f s t o t i n g . 4 uur na de in -
j e c t i e i s he t t r a n s p l a n t a a t cyanotisch en toont he t een bloeding. Lokale 
necrose i s 8 uur na de i n j e c t i e aanwezig, t e r w i j l na 24 uur nagenoeg t o t a l e 
necrose van het a l l o t r a n s p l a n t a a t z ichtbaar i s . 
B6AF1-lymfосуten gedurende 10 minuten b i j 4 C. Ook na i.V. in jec­
t i e van d i t geabsorbeerd RC samen met anti-H-2K.31-serum ontstond 
zowel b i j de vrouwelijke a l s b i j de mannelijke ontvangers hyper-
acute a f s to t ing (groep 6 en 7 ) . Verschi l len met groep 4 en 5 werden 
n i e t waargenomen. 
Indien het complementsysteem in het konijneserum ge ïnak t i -
veerd werd door v e r h i t t i n g t o t 56°C gedurende 45 minuten, dan ont-
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stond na injectie met antiserum geen hyperacute afstoting (groep 
10) . 
Wanneer СЗН/HeJ huid in plaats van B10.D2 huid werd gebruikt 
als donorweefsel kon ook geen hyperacute afstoting worden opge­
wekt na injectie van antiserum en complement (groep 11). De MST 
der СЗН/HeJ transplantaten verschilde niet significant van die 
van de controlegroep (groep 3) . 
Caviacomplement (GPC) is in vitro bij de cytolysis van lymf-
oiede muizecellen, die gesensibiliseerd zijn met IgG antilichamen, 
minder werkzaam dan konijnecomplement (Winn 1965). In de door ons 
gebruikte cytotoxiciteitstest was de titer van het anti-H-2K.31-
serum 1:512 met konijneserum en 1:32 met caviacomplement. In vivo 
bleek dat caviacomplement, samen met alloantiserum op dag 10 ï.v. 
ingespoten, geen hyperacute afstoting gaf en dat de MST der trans-
plantaten niet significant verschilde van die van de controlegroep 
(groep 12). Ook indien een dosis van 1.0 ml caviacomplement ge-
bruikt werd, ontstond geen hyperacute afstoting. 
HISTOLOGISCH ONDERZOEK 
Op dag 10 na transplantatie van B10.D2 transplantaten op 
vrouwelijke B6AF1 ontvangers, behandeld met GAMLS, werd 0.50 ml 
B6AFl-anti-B10.D2-serum en 0.25 ml konijnecomplement intraveneus 
ingespoten. Op diverse tijdstippen na de injectie werden telkens 
2 proefdieren gedood, waarna de transplantaatjes samen met de om-
ringende huid verwijderd werden. 
Transplantaten van dieren, die geen injectie kregen, toonden 
een bredere epidermis dan de huid van de ontvanger. Er waren min-
der haarfollikels en talgklieren. Bij de epidermale overgang trans-
plantaat normale huid was er enige toename van fibroblasten in de 
cutis. De vaatjes in de diepe lagen van het transplantaat waren 
dunwandig en wijd. Ze bevatten sporadisch enkele erytrocyten en 
geen granulocyten. Zelden werd in de transplantaten een mononu-
cléaire lymfocyt gezien. 
Reeds 15 minuten na de injectie van antiserum en complement 
werd een concentratie van granulocyten gezien in de basaal gelegen 
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Figuur 4.2. Lokalisatie van granulocyten tegen de wand van capillairen van het 
transplantaat, 30 minuten na i.v. injectie van alloantiserum en konijnecomple-
raent (HE, χ 715). 
de granulocyten waren grotendeels wandstandig gerangschikt (fi­
guur 4.2). Twee uur na de injectie was er duidelijke infiltratie 
van deze granulocyten in het transplantaat. Vaatwandnecrose en 
extravasatie van erytrocyten werd na 4 uur zichtbaar. Na 6 uur was 
het aantal vrij in de cutis voorkomende granulocyten toegenomen 
en werd desintegratie van granulocyten met vorming van kerngruis 
gezien. Lokale necrose met vele bloedingen was zichtbaar na 8 uur 
(figuur 4.3). De afwijkingen namen in ernst toe en na 24-48 uur 
was er totale necrose van het transplantaat, dat begrensd werd 
door een zoom van gedesintegreerde leucocyten. Trombocytenaggre-
gaten en tekenen van intravasale stolling werden in geen van de 
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4 . 3 . Bloedingen in he t t r a n s p l a n t a a t en necrose van de epidermis 
i n j e c t i e van a l loant i serum en konijnecomplement (HE, χ 140). 
v r o e g e s t a d i a g e z i e n . P a s na 24 u u r w a r e n i n n e c r o t i s c h e g e b i e d e n 
e n k e l e g e t r o m b o s e e r d e v a a t j e s z i c h t b a a r d i e g e r i n g e h o e v e e l h e d e n 
f i b r i n e b e v a t t e n . 
DOSIS-EFFECT RELATIES VAN ALLOANTISERUM EN KONIJNECOMPLEMENT 
T a b e l 4 . I I t o o n t d e d o s i s - e f f e c t r e l a t i e s v a n B 6 A F l - a n t i -
B 1 0 . D 2 - s e r u m en k o n i j n e c o m p l e m e n t op B10.D2 h u i d t r a n s p l a n t a t e n b i j 
v r o u w e l i j k e en m a n n e l i j k e B6AF1 o n t v a n g e r s , t o e g e d i e n d o p d a g 7 
na t r a n s p l a n t a t i e . D i t o n d e r z o e k w e r d o p d a g 7 ( e n n i e t op d a g 10) 
v e r r i c h t o m d a t i n m i d d e l s g e b l e k e n was d a t d e h u i d t r a n s p l a n t a t e n 
o p dag 7 e n 8 d e g r o o t s t e g e v o e l i g h e i d v o o r d e d e s t r u c t i e v e w e r -
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king van al loantiserum en konijnecomplement toonden (zie hoofd­
stuk 8). Verlenging van de t ransplantaatover lev ing werd verkregen 
door i n t r a p e r i t o n e a l e toediening van 0.25 ml geit-anti-muis-lymfo-
cytenserum op dag 0, 2 en 4 na t r a n s p l a n t a t i e . In de contro le­
groepen, die op dag 7 geen i n j e c t i e kregen, leidde d i t t o t een 
mediane over lev ingst i jd van 18.2 + 1.2 dagen (η = 17) b i j de 
vrouwelijke, en van 21.0 + 1.2 dagen (η = 16) b i j de mannelijke 
ontvangers. Voor de intraveneuze i n j e c t i e op dag 7 werd b i j a l l e 
experimenten s lecht s één pool antiserum en vers serum van één ko-
nijn gebruikt . 
Tabel 4. I I . Resultaten van intraveneuze toediening van var iërende hoeveelheden 
a l loant iserum en konijnecomplement aan B6AF1 muizen op dag 7 na 
t r a n s p l a n t a t i e van B10.D2 s t a a r t h u i d . 
Groep Konijnecomplement B6AFl-anti-B10.D2-serum Hyperacute a f s t o t i n g 
(ml) (ml) o </ 
1 0.50 0.50 
2 0.50 0.25 
3 0.50 0.10 
4 0.25 0.50 
5 0.25 0.25 
6 0.25 0.10 
7 0.10 0.50 
θ 0.10 0.25 
9 0.10 0.10 


















Vrouwelijke en mannelijke ontvangers behandeld met 0.25 ml GAMLS ï.p. op 
dag 0, 2 en 4 na transplantatie 
Totale necrose binnen 4 dagen na injectie 
с 
Aantal huidtransplantaten dat totale necrose toont 
d 
Totaal aantal gebruikte ontvangers 
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Hyperacute afstoting werd gedefinieerd als totale necrose van 
het huidtransplantaat binnen 4 dagen na de intraveneuze injectie. 
In een aantal huidtransplantaten ontstond partiële necrose, die 
gevolgd werd door littekenvorming en herstel van het restant van 
het transplantaatweefsel en later door "gewone" afstoting. Deze 
effecten werden als negatief beoordeeld. 
Bij de vrouwelijke ontvangers ontstond bij gebruik van 0.50 
of 0.25 ml complement steeds in 100% van de gevallen hyperacute af-
stoting, ook al varieerde de hoeveelheid antiserum van 0.50 tot 
0.10 ml (groep 1 t/m 6). Werd slechts 0.10 ml konijnecomplement 
ingespoten, dan ontstond slechts bij 1 muis hyperacute afstoting 
en wel in groep 7, waar de grootste hoeveelheid antiserum werd ge-
geven (groep 7 t/m 9). 
Bij de mannelijke ontvangers ontstond bij gebruik van 0.50 ml 
konijnecomplement steeds in 100% van de gevallen hyperacute af-
stoting, indien 0.50, 0.25 of 0.10 ml antiserum werd toegevoegd 
(groep 1 t/m 3). Werd 0.25 ml complement ingespoten, dan was het 
resultaat niet meer in alle gevallen totale necrose: samen met 
0.50 ml antiserum ontstond in 4 van de 5 gevallen, met 0.25 ml 
antiserum in 3 van de 5 gevallen en met 0.10 ml antiserum in 0 van 
de 5 gevallen hyperacute afstoting (groep 4 t/m 6). Met 0.10 ml 
konijnecomplement werd geen hyperacute afstoting verkregen (groep 
7 t/m 9). 
DE OPTIMALE TOEDIENINGSWIJZE VAN ALLOANTISERUM EN KONIJNECOMPLE-
MENT 
Tabel 4.III toont de resultaten van de vergelijking van in-
traveneuze en intraperitoneale toediening van variërende hoeveel-
heden alloantiserum en complement aan vrouwelijke B6AF1 muizen op 
dag 7 na transplantatie van B10.D2 staarthuid. Ook bij deze ont-
vangers werd de overlevingsduur der transplantaten verlengd door 
middel van i.p. toediening van GAMLS (MST controlegroep 18.2 + 1.2; 
η = 17). Werden alloantiserum en complement beide tegelijkertijd 
intraperitoneaal toegediend (groep 1 t/m 3), hetgeen in de praktijk 
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Tabel 4.III. Resultaten van onderzoek naar de optimale toedieningswijze 
van alloantiserura en complement aan B6AF1 muizen op dag 
7 na transplantatie van B10.D2 staarthuid. 
Groep Konijnecomplement (ml) B6AFl-anti-Bl0.D2-serum (ml) Hyperacute af-









9 0.25 0.5 10/10 
Vrouwelijke ontvangers, behandeld met 0.25 ml GAMLS op dag 0, 2 en 4 na 
transplantatie 
Totale necrose binnen 4 dagen na injectie 
Aantal huidtransplantaten dat totale necrose toont 
d 
Totaal aantal gebruikte ontvangers 
dan ontstond slechts éénmaal hyperacute afstoting indien de zeer 
grote hoeveelheid van 2.0 ml RC werd toegediend (groep 3). Indien 
0.50 ml antiserum intraveneus, en meteen daarna konijnecomplement 
intraperitoneaal werd toegediend (groep 4 t/m 6 ) , dan ontstond 
pas vaak totale necrose als 2.0 ml konijneserum werd gebruikt 
(groep 6). Werd het alloantiserum intraperitoneaal en meteen daar-
na 0.25 ml konijnecomplement intraveneus toegediend, dan werd ook 
niet in 100% van de gevallen totale necrose der huidtransplantaten 
gezien (groep 7 en Θ). Werden 0.50 ml alloantiserum en 0.25 ml 
konijnecomplement beiden tegelijkertijd intraveneus toegediend, 
dan ontstond steeds hyperacute afstoting (groep 9). 
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BESCHOUWINGEN 
Hyperacute afstoting en controle-experimenten 
De resultaten tonen dat ingegroeide huidallotransplantaten 
op snelle en reproduceerbare wijze kunnen worden gedestrueerd door 
alloantilichamen, indien tegelijkertijd een effectieve complement­
soort aanwezig is. Uit de controle-experimenten blijkt dat de 
hyperacute afstotingsreaktie specifiek is voor het gebruikte allo-
antiserum omdat C3H-transplantaten, die de specificiteit H-2K.31 
missen, niet gedestrueerd worden (Tabel 4.1, groep 11). Hat mis­
lukken van alle vroegere pogingen om hyperacute afstoting van 
huidallotransplantaten bij de muis op te wekken moeten worden 
toegeschreven aan het feit dat het muizecomplementsysteem niet 
voldoende geaktiveerd wordt wanneer alleen alloantiserum wordt 
toegediend (Tabel 4.1, groep 8). Wanneer konijnecomplement samen 
met alloantiserum intraveneus wordt toegediend ontstaat een snelle 
afstotingsreaktie (Tabel 4.1, groep 4 en 5). Dat het hier niet 
gaat om een additief aspecifiek toxisch effect van het verse ko­
nijneserum blijkt uit de controlegroepen, waarbij tevoren geab­
sorbeerd complement werd gebruikt (Tabel 4.1, groep 6 en 7). Werd 
alleen konijnecomplement gebruikt, dan ontstond bij inspectie geen 
enkel teken van hyperacute afstoting (Tabel 4.1, groep 9). Wel was 
er een lichte verkorting van de MST in deze groep. Deze verkorting 
zou men kunnen verklaren uit lichte toxische effecten van het 
konijneserum. Dit is echter minder waarschijnlijk, omdat na inak­
tiveren van het complement bij 56 С een dergelijke verkorting niet 
meer optreedt. Het lijkt aannemelijker dat het effect tot stand 
komt doordat de ontvanger ondanks de immunosuppressieve therapie 
zelf geringe hoeveelheden antilichamen gevormd heeft, die samen 
met complement lichte transplantaatbeschadiging kunnen veroorzaken. 
Bij oriënterend onderzoek konden wij bij deze muizen op dag 10 na 
transplantatie inderdaad lage titers antilichamen tegen B10.D2 
cellen aantonen. 
Indien caviacomplement intraveneus werd ingespoten samen met 
alloantiserum, ontstond geen hyperacute afstoting (Tabel 4.1, 
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groep 12). Kennelijk is dus in vivo de species die als complement-
donor fungeert van belang. Dat caviacomplement in vivo niet steeds 
ineffectief is toonde French (1972) aan. Nierallotransplantaten 
bij de rat werden hyperacuut afgestoten, indien caviacomplement 
werd ingespoten in aanwezigheid van circulerende antilichamen. 
Zonder toevoeging van vers caviaserum ontstond geen hyperacute 
afstoting door de antilichamen. Het eigen complementsysteem van de 
rat was in het model van French kennelijk niet effectief. Later 
bleek dat, wanneer allogene combinaties werden gebruikt waarin 
grote antigene verschillen bestonden, wel voldoende aktivatie van 
het eigen complementsysteem van de rat kon ontstaan, met als ge-
volg hyperacute afstoting (Fabre en Morris 1974, Guttmann 1974, 
Jooste en Winn 1975). Ook muizecomplement kan blijkbaar onder be-
paalde omstandigheden effectief zijn, gezien de resultaten van ex-
perimenten waarbij op muizen getransplanteerde rattehuid kon worden 
gedestrueerd met een muis-anti-rat-serum, zonder toevoeging van 
een exogeen complement (Winn et al 1973, Jooste en Winn 1975). 
Bij dit xenotransplantaat is zeer waarschijnlijk door het grote 
antigene verschil tussen donor en ontvanger de concentratie van 
antigene determinanten, waaraan antilichamen uit het toegediende 
muis-anti-rat-serum zich kunnen binden, zo hoog, dat het muize-
complementsysteem in vivo toch voldoende geaktiveerd wordt en aan-
leiding geeft tot snelle vernietiging van het transplantaat. Bij 
het huidallotransplantaat bij de muis, waarbij slechts enkele H-2 
verschillen bestaan, zal de concentratie van antigene plaatsen 
relatief laag zijn. Kennelijk is deze concentratie te gering om na 
bezetting door antilichamen het muizecomplementsysteem voldoende 
te aktiveren, zodat om hyperacute afstoting op te wekken een 
effectievere complementbron moet worden toegevoegd. 
Deze in vivo resultaten zijn volledig in overeenstemming met 
in vitro studies over lysis van lymfoiede cellen en erytrocyten 
van de muis met behulp van cytotoxische antilichamen en complement. 
Het muizecomplementsysteem bleek hierbij minder effectief dan 
caviacomplement, dat op zijn beurt weer minder effectief was dan 
konijnecomplement (Winn 1965, Koene 1972, Koene en McKenzie 1973). 
In vitro spelen bij cytotoxische reakties drie faktoren een rol: 
de concentratie en geometrie van de antigene receptor plaatsen, 
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het type antilichaam dat gebruikt wordt (IgG of IgM) en de soort 
van het complementsysteem. Blijkens de resultaten van de in vivo 
studies kan men concluderen dat tenminste twee van deze faktoren 
van belang zijn voor de transplantaatafstoting door humorale anti-
lichamen in vivo. Onder de invloed van de antilichaamklasse (IgG 
of IgM) kan op basis van deze experimenten geen uitspraak worden 
gedaan, omdat alle gebruikte antisera verkregen waren na herhaalde 
immunisaties en daarom mag worden aangenomen dat zij vrijwel al-
leen IgG antilichamen bevatten. 
Dosis-effect relaties en optimale toedieningswij ze van antiserum 
en complement 
Uit het onderzoek van de dosis-effect relaties van alloanti-
serum en konijnecomplement (Tabel 4. II) bleek dat de hoeveelheid 
vers konijneserum die minimaal noodzakelijk was voor het repro-
duceerbaar opwekken van hyperacute afstoting voor vrouwelijke 
B6AF1 muizen 0.25 ml en voor mannelijke 0.50 ml bedroeg. Variatie 
van de daarbij toegediende hoeveelheid alloantiserum van 0.10 tot 
0.50 ml veranderde het resultaat niet, maar uit de gegevens van de 
groepen waarbij een marginale hoeveelheid konijnecomplement werd 
toegediend (0.25 ml bij mannelijke, 0.10 ml bij vrouwelijke ont-
vangers) bleek dat een hogere dosering alloantiserum de werking 
van eenzelfde hoeveelheid konijnecomplement effectiever maakte 
(Tabel 4.II, cf groep 4 t/m 6 en ç groep 7 en 8). Vergelijkt men 
de resultaten bij de vrouwelijke met die bij de mannelijke muizen, 
dan blijkt dat ook de hyperacute afstoting van huidallotransplan-
taten bij vrouwelijke ontvangers met minder antiserum en comple-
ment is op te wekken dan bij mannelijke. Bij eenzelfde hoeveelheid 
alloantiserum en complement verloopt de reaktie bovendien in een 
sneller tempo bij de vrouwelijke dan bij de mannelijke ontvangers. 
Evenals bij de voornamelijk cellulair gemedieerde allogene afsto-
tingsreaktie geldt hier dat vrouwelijke muizen tot een heftiger 
immuunreaktie in staat zijn dan mannelijke. 
Uit het onderzoek naar de optimale toedieningswijze van allo-
antiserum en complement (Tabel 4.III) bleek, dat intraperitoneale 
toediening van beide sera slechts bij gebruik van zeer hoge dose-
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ringen konijnecomplement tot hyperacute afstoting voerde, en dan 
nog niet in 100% van de gevallen. Ook combinatie van intraperi-
toneale toediening van het ene en intraveneuze injectie van een 
ander serum geeft geen optimale resultaten. Intraveneuze injectie 
van zowel antiserum als complement bleek de superieure toedienings-
wijze. Voor het verdere onderzoek van de mogelijkheid om hyper-
acute afstoting op te wekken werd dan ook gekozen voor één intra-
veneuze injectie van 0.50 ml B6AFl-anti-B10.D2-serum met 0.25 ml 
RC bij vrouwelijke en met 0.50 ml RC bij mannelijke ontvangers. 
Histologisch onderzoek 
De bevindingen bij het histologisch onderzoek deden denken 
aan een directe passieve Arthusreaktie. Bij de klassieke vorm van 
deze reaktie binden intraveneus ingespoten antilichamen zich spe-
cifiek aan antigenen die tevoren subcutaan zijn toegediend. Deze 
immuuncomplexen aktiveren het complementsysteem, waarbij chemo-
taktische faktoren vrijkomen, die massaal granulocyten aantrekken. 
Enzymen uit de lysosomen van deze granulocyten veroorzaken weefsel-
beschadiging. Histologisch wordt de Arthusreaktie gekenmerkt door 
een concentratie van granulocyten op de vaatwand gedurende de eer-
ste uren van de reaktie. Er is diapedesis van granulocyten. Dan 
ontstaat het beeld van vaatwandnecrose en bloedingen. Het hoogte-
punt van de reaktie valt tussen 4 en 8 uur na de injectie. Na 12-
24 uur bestaat er necrose. Vasculaire trombose wordt vaak gezien, 
vooral als grote hoeveelheden antigeen en antilichamen worden ge-
bruikt. Heparinisatie en depletie van trombocyten verhinderen de 
reaktie echter niet. Men neemt daarom aan dat de trombose secun-
dair is (Cochrane 1965, 1967, 1969). 
De sterke overeenkomst met de histologie van het hyperacuut 
afstotingsproces van huidallotransplantaten bij de muis, zoals door 
ons beschreven, is opvallend en vormt een extra argument voor de 
veronderstelling dat in ons model de acute beschadiging tot stand 
komt door aktivering van het complementsysteem nadat antilichamen 
zich gehecht hebben aan het transplantaat. Een tweede interessante 
bevinding was dat geen tekenen van aktivering van het stollings-
systeem gevonden werden. Bij lichtmicroscopisch onderzoek werden 
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geen trombocytenaggregaten van betekenis, geen trombi in de vaat-
jes en geen fibrine gezien voordat er 24 uur verstreken waren. De 
weinige toen aanwezige getromboseerde vaatjes met geringe hoeveel-
heden fibrine in necrotische gebieden, leken eerder een gevolg dan 
een oorzaak van de necrose. 
De rol van het stollingssysteem bij hyperacute afstoting 
In vele eerder beschreven modellen van hyperacute afstoting 
spelen trombocyten en intravasale stolling een rol. Bij hyper-
acute afstoting van nierallotransplantaten bij de mens werd na 
cumulatie van granulocyten uitgebreide trombose in arteriolen en 
capillairen van de glomeruli en peritubulaire gebieden beschreven. 
Fibrinedeposities waren daar eveneens aanwezig. Tijdens de af-
stoting worden naast antilichamen, complementfaktoren en leuco-
cyten ook trombocyten en stollingsfatoren verbruikt en kunnen 
tekenen van intravasale stolling worden aangetoond. Verder zijn 
bij de diagnostiek van de late humoraal gemedieerde, zogenaamde 
chronische, afstoting de aanwezigheid van fibrine en intravasale 
stolsels belangrijke criteria (Kissmeyer-Nielsen et al 1966, Kin-
caid Smith 1967, Porter 1967, Startzl et al 1968, 1970, Williams 
et al 1968, Myburgh et al 1969, Busch et al 1969, Boehmig et al 
1970, Jeannet et al 1970, Mowbray en Pariyananda 1971). 
Bij hyperacute afstoting in diverse xenotransplantatie-
modellen zijn trombocyten en het stollingssysteem naast antilicha-
men, leucocyten en het complementsysteem, steeds op indrukwekkende 
wijze van meet af aan betrokken en zij bepalen het beeld van deze 
vaak fulminant verlopende afstotingsprocessen. Heparinisatie, de-
fibrinatie of toediening van trombocytenfunktie-remmende stoffen 
konden het afstotingsproces echter niet voorkomen (Perper en Na-
jarían 1966, Rosenberg et al 1969, 1971, Chavez-Peon et al 1971, 
Baldamus et al 1973, Shons en Najarían 1974). Bij bestudering van 
hyperacute afstoting door middel van perfusie van geïsoleerde nier-
xenotransplantaten bleek dat antilichamen en het complementsysteem 
de verwekkers van het afstotingsproces waren. Wel verliep het af-
stotingsproces veel sneller als leucocyten, trombocyten en ery-
trocyten in het perfusaat aanwezig waren (Linn et al 1971, Land 
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et al 1974). Bij de hyperacute afstoting in allotransplantatie-
modellen lijkt de betrokkenheid van het stollingssysteem afhanke-
lijk van de gebruikte species en van de mate van immunisatie. Bij 
hyperacute afstoting van allogene nieren bij de gesensibiliseerde 
aap werd trombose met trombocytenaggregaten en fibrine gezien. 
Heparinebehandeling en complementdepletie met cobra venom factor 
had geen klinisch effect (Kobayashi et al 1972) . Na nierallo-
transplantatie bij de gesensibiliseerde hond werd naast verbruik 
van leucocyten en complement ook een (matig) verbruik van stol-
lingsfaktoren en trombocyten gezien. Bij histologisch onderzoek 
van deze hondenieren werd naast endotheelcelpyknose en necrose, 
complement en verhoogde aantallen granulocyten, kleine trombi en 
matige hoeveelheden fibrine gezien, naast focale fibrinoide ne-
crose van arteriële wanden. Fibrine kon echter niet steeds worden 
aangetoond. Heparinetoediening voorkwam de rejectie niet, behalve 
in één model (McDonald et al 1970) met waarschijnlijk marginale 
sensibilisatie (Dubernard et al 1968, Amery et al 1973). Bij het 
gesensibiliseerde konijn werden in nierallotransplantaten gewoon-
lijk geen trombi of fibrinedeposities gezien. Slechts bij één 
konijn werden door Klassen en Milgrom fibrine afbraakprodukten ge-
vonden (Klassen en Milgrom 1971 a, b, Ueno et al 1972, MacDowell 
et al 1973). Guttman (1974) zag bij hyperacute afstoting van hart-
allotransplantaten bij gesensibiliseerde ratten grote opeenhoping-
en van granulocyten en trombocyten. Bij de beschrijving van het 
histologisch onderzoek van hyperacute afstoting door alloantisera 
bij allogene nieren van rat, schaap en geit worden microtrombi 
met trombocyten en fibrine niet genoemd (Cochrum et al 1969, 
French 1972, Fabre en Morris 1974, Pedersen en Morris 1974). 
Merkwaardig is de waarneming van Löwenhaupt en Nathan (1968, 
1969) die bij hyperacute afstoting van allogene nieren bij ge-
sensibiliseerde honden, eerst grote aantallen trombocyten zich 
zagen ophopen tegen de endotheliale cellen van de kleine peritu-
bulaire capillairen. Leucocyten verschenen pas later, fibrine werd 
niet gezien. Bij deze waarnemingen lijkt adhesie van plaatjes de 
eerste reaktie van de gastheer. 
Als oorzaak van de aktivatie van het stollingssysteem bij 
hyperacute afstoting werd gedacht aan lesies van de vaatwand, aan 
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complete vaatafsluiting en aan inductie van de plaatjesaggregatie 
door gebonden antigeen-antilichaamcomplexen (Ratnoff 1969). Na 
endotheelcelpyknose en -necrose als gevolg van antilichaam en com-
plementwerking kunnen plaatjes adhesie tonen (De Bono 1974). Door 
de lesies van de vaatwand liggen collageenvezels vrij geëxponeerd, 
waardoor plaatjesadhesie en -aggregatie kan optreden. Collageen 
kan aktivatie van de Hagemanfaktor veroorzaken, die via plasmino-
geen pro-aktivator en plasminogeen aktivator tot plasminevorming 
aanleiding geeft, waardoor het complementsysteem (Cl) in aktie 
gebracht kan worden (Austen 1974a). Plaatjes van verschillende 
species hebben ofwel een C3 receptor (konijn, muis, rat, cavia, 
hond, kat, paard) ofwel, in plaats daarvan, een receptor voor het 
Fe fragment van IgG (mens, baviaan, varken, rund, schaap, geit). 
Aktivatie van complement door immuuncomplexen resulteert in akti-
vering en binding van C3. Bij plaatjes met C3 receptor treedt dan 
adherentie op, waarbij release van plaatjesinhoud ontstaat. Akti-
vatie van de terminale componenten van het complementsysteem 
(C567, C8 en C9) geven dan indirecte lysis van de plaatjes. De-
granulatie van de granulocyten en release van plaatjesinhoud ver-
sterken eikaars deelname aan het proces en er ontstaat amplifi-
catie van het effect (Becker en Henson 1973, Mustard 1971, Ratnoff 
1971, McKay 1973, Brown 1974, Henson 1974). Zimmerman en Müller-
Eberhard (1971) toonden bij het konijn aan dat talrijke complement-
aktiverende stoffen het stollingssysteem op gang brachten. Dit ge-
schiedt waarschijnlijk alleen via de alternatieve weg van het 
complementsysteem (Siraganian et al 1973). Voor de aktivatie van 
het stollingssysteem bij hyperacute afstoting bestaat bij een aan-
tal species een complementafhankelijke inductiernogelijkheid, bij 
andere species is die aktivatie niet complementafhankelijk, maar 
kan door de gebonden immuuncomplexen zelf reeds de stollingscas-
cade op gang gebracht worden. 
Alle overige gegevens suggereren dat het stollingssysteem 
in de afloop der gebeurtenissen bij hyperacute afstoting meestal 
een secundaire rol vervult. De aanwezigheid van cytotoxische anti-
lichamen tegen antigenen van het transplantaat is een conditio 
sine qua non. Deze antilichamen binden zich aan de antigenen van 
het transplantaat waardoor gebonden immuuncomplexen aanwezig zijn, 
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gelokaliseerd op het endotheel van de vaatwand. Afhankelijk van 
de concentratie van deze immuuncomplexen wordt het complement-
systeem geaktiveerd. Complement lijkt een primair effectormecha-
nisme in deze reaktie en zonder aktivatie treedt geen hyperacute 
afstoting op. Door de complementaktivatie treedt endotheelpyknose 
en -necrose op. Bovendien worden door de bij complementaktivatie 
vrijkomende chemotaktische substanties granulocyten aangetrokken, 
die op hun beurt door middel van adhesie, fagocytose en degranu-
latie bijdragen tot vergroting van de weefselschade. Overschrijden 
deze processen een bepaald niveau van intensiteit dan wordt ook 
het stollingssysteem geaktiveerd, waardoor de gevolgen daarvan 
(vaatobstructie) hun stempel drukken op het beeld van de hyper-
acute afstoting. 
De door ons verkregen histologische gegevens passen goed in 
deze opvatting omdat het beschreven model aantoont dat snelle en 
complete transplantaatdestructie kan optreden na toediening van 
antiserum en complement zonder enig teken van intravasale stolling. 
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Hoofdstuk 5 
HYPERACUTE AFSTOTING VAN PASSIEF ENHANCED ALLOGENE 
HUIDTRANSPLANTATEN BIJ DE MUIS 
INLEIDING 
Onder enhancement verstaat men het verschijnsel dat de over-
leving van een transplantaat wordt verlengd door de aanwezigheid 
van alloantilichamen, die specifiek gericht zijn tegen de anti-
genen van dat transplantaat (zie hoofdstuk 1). Men maakt onder-
scheid tussen passieve en aktieve enhancement. Bij passieve en-
hancement worden de antilichamen aan de ontvanger toegediend, bij 
aktieve enhancement vormt de ontvanger zelf antilichamen tegen 
donorweefsel. 
In het door ons gebruikte model (B10.D2 transplantaat op 
B6AF1 ontvanger) kan passieve enhancement worden opgewekt door 
toediening van B6AFl-anti-B10.D2-serum (Jeekel et al 1972). Hier-
door kan de transplantaatoverleving met 7 dagen worden verlengd. 
Aangezien wij in de eerder beschreven experimenten hyperacute af-
stoting konden induceren door toediening van hetzelfde antiserum 
tezamen met complement, rees de vraag of het ook mogelijk zou zijn 
het enhancing effect van het antiserum te doorbreken door op een 
geschikt moment een effectief complement aan het systeem toe te 
voegen. Dit experiment zou ons inzicht kunnen verschaffen in het 
mechanisme van het fenomeen enhancement en met name gegevens kun-
nen verstrekken over de fase in de immuunreaktie, waarin enhancing 
antilichamen hun blokkerende werking uitoefenen. 
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RESULTATEN 
B i ] m a n n e l i j k e B6AF1 o n t v a n g e r s werd d e m e d i a n e o v e r l e v i n g s -
t i j d v a n B10.D2 t r a n s p l a n t a t e n v a n 1 2 . 8 + 1 . 1 d a g e n ( o n b e h a n d e l d e 
c o n t r o l e g r o e p , η = 44) v e r l e n g d t o t 1 9 . 0 + 1.1 d a g e n d o o r ï n t r a -
p e r i t o n e a l e t o e d i e n i n g v a n 0 . 2 5 ml B 6 A F l - a n t i - B 1 0 . D 2 - s e r u m op d a g 
0 , 2 en 4 na t r a n s p l a n t a t i e ( T a b e l 5 . 1 , g r o e p 1 ) . Op d a g 10 na 
t r a n s p l a n t a t i e was h e t t r a n s p l a n t a a t f r a a i i n g e g r o e i d en t o o n d e 
g e e n e n k e l t e k e n v a n a f s t o t i n g . I n d i e n op d a t t i j d s t i p 0 . 5 0 ml RC 
i n t r a v e n e u s werd i n g e s p o t e n o n t s t o n d b i n n e n 2 4 - 4 8 u u r t o t a l e 
n e c r o s e v a n h e t t r a n s p l a n t a a t ( g r o e p 2 ) . Ook w a n n e e r h e t RC v o o r 
i n f e c t i e was g e a b s o r b e e r d m e t B10.D2 l y m f o i e d e c e l l e n werd h y p e r -
a c u t e a f s t o t i n g v e r k r e g e n ( g r o e p 3 ) . Met d i t l a a t s t e e x p e r i m e n t 
kon w o r d e n u i t g e s l o t e n d a t n a t u u r l i j k e a n t i l i c h a m e n t e g e n m u i s -
c e l l e n , d i e a a n w e z i g z o u d e n k u n n e n z i j n i n h e t k o n i j n e s e r u m , b i j -
d r o e g e n a a n h e t t o t s t a n d komen v a n d e d e s t r u c t i e . Na v e r h i t t i n g 
v a n h e t k o n i j n e s e r u m op 56 С g e d u r e n d e 45 m i n u t e n ( c o m p l e m e n t i n -
a k t i v a t i e ) kon m e t h e t s e r u m g e e n h y p e r a c u t e a f s t o t i n g m e e r w o r d e n 
Tabel 5 .1 . Hyperacute a f s t o t i n g van enhanced B10.D2 h u i d t r a n s p l a n t a t e n b i j 
mannelijke B6AF1 ontvangers . 
Groep 
Controles 1 
Hyperacute afstoting 2 
3 

















0.25 ml B6AFl-anti-BlO.D2-serum intraperitoneaal op dag 0, 2 en 4 na trans­
plantatie 
b 
konijnecomplement, 0.50 ml intraveneus op dag 10 na transplantatie 
с 
Mediane Overlevings Tijd +_ Standaard Deviatie 
d 
Niet significant in vergelijking met groep 1 (Student's t-test) 
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opgewekt (groep 4). De mediane overlevingstijd van deze groep ver-
schilde niet significant van de controlegroep 1. 
Het leek waarschijnlijk dat hyperacute afstoting veroorzaakt 
werd door de gecombineerde werking van het intraveneus toegediende 
konijnecomplement en van de in de ontvanger op dag 10 nog circu-
lerende antilichamen, afkomstig van de toediening van alloanti-
serum op dag 0, 2 en 4 na transplantatie. Om deze hypothese te 
testen werd de titer van de antilichamen in het serum van 5 ont-
vangers op dag 10 afzonderlijk bepaald. In de test met B10.D2 
lymfoiede cellen en konijnecomplement bleken duidelijk cytotoxische 
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(Serum verdunning) 
Figuur 5.1. Cytolyse van B10.D2 (—) en C57BL6 ( ) lymfoiede cellen door 
sera van vijf op dag 10 na transplantatie verbloede B6AF1 ontvangers, waarvan 
de overleving der B10.D2 transplantaten was verlengd door toediening van en-
hancing antiserum op dag 0, 2 en 4 na transplantatie. Als complementbron werd 
vers konijneserum gebruikt. 
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BESCHOUWINGEN 
Het enhancing effect van het B6AFl-anti-B10,D2-serum kon in 
deze experimenten door injectie van een effectief complementsys-
teem ongedaan gemaakt worden door een destructief effect dat 
binnen 48 uur volledige necrose van het transplantaat veroorzaakte. 
Het feit dat cytotoxische antilichamen tegen B10.D2 cellen op het 
moment van de injectie konden worden aangetoond en dat voorts kon 
worden uitgesloten dat antilichamen in het konijneserum een rol 
speelden, maakt het waarschijnlijk dat de destructie tot stand 
kwam door een gecombineerde werking van alloantilichamen en exo­
geen complement. Enhancement kan dus doorbroken worden door toe­
diening van een effectief complement. Onze bevindingen, eerder 
beschreven in 1973 (Koene et al 1973), komen overeen met die van 
French (1972), die in een ander species vergelijkbare experimenten 
verrichtte. Hij kon enhancement van nierallotransplantaten bij de 
rat doorbreken door toediening van caviacomplement. In het muize­
en rattemodel blijkt het endogene complementsysteem weinig effec­
tief en kennelijk niet steeds in staat om de destructie van allo-
transplantaatweefsel, waaraan zich antilichamen gebonden hebben, 
in gang te zetten. Waarschijnlijk is dit ook de reden waarom in 
deze beide modellen op zo'η betrekkelijk gemakkelijke wijze en­
hancement kan worden opgewekt, terwijl dit bijvoorbeeld bij het 
konijn met zijn effectieve complementsysteem tot op heden nog niet 
gelukt is. Onze resultaten pleiten sterk tegen de hypothese dat 
enhancement tot stand komt doordat blokkerende antilichamen het 
transplantaat zouden afdekken en het daardoor beschermen tegen de 
aanval van de gastheer (efferente theorie). 
Een en hetzelfde antiserum bezit dus de eigenschap om de over­
leving van een huidtransplantaat aanzienlijk te verlengen (en­
hancement) en, na bijvoegen van een effectief complementsysteem, 
in korte tijd te beëindigen (cytotoxiciteit). Dit gegeven zou 
kunnen betekenen dat in het B6AFl-anti-B10,D2-serum twee verschil-
lende soorten antilichamen voorkomen, nl. enhancing naast cyto-
toxische antilichamen. Zou dit juist zijn, dan kan enhancement 
meer effectief worden geïnduceerd als men gebruik zou maken van 
enhancing antisera waaruit de cytotoxische fractie zou zijn ver-
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wijderd. Dit geldt des te klemmender voor de klinische toepasbaar­
heid van het fenomeen, omdat de mens over een vrij effectief com­
plementsysteem beschikt. Er is een groot aantal pogingen gedaan 
om antisera te scheiden in enhancing en destructieve fracties. 
Hierbij werden immuunglobulinen gescheiden met fysisch-chemische 
technieken. Anderen maakten gebruik van immuunabsorptie om zuivere 
subklassen van antilichamen te isoleren. De resultaten waren tot 
nu toe tegenstrijdig. Nieuwe inzichten in de organisatie van de 
H-2 regio bij de muis leiden tot de hypothese dat enhancing en 
cytotoxische antilichamen mogelijk een verschillende specifici­
teit zouden kunnen bezitten, dat wil zeggen dat enhancing anti­
lichamen gericht zouden zijn tegen andere antigenen dan waartegen 
cytotoxische antilichamen gericht zijn. 
Het door ons gebruikte model waarin beide fenomenen met het­
zelfde antiserum konden worden opgewekt, leek een mogelijkheid te 
bieden voor het bestuderen van deze problematiek. De analyse van 
het gebruikte antiserum vormt het onderwerp van een afzonderlijke 
studie (Jansen ±975 a, b, c). De resultaten hiervan en die van 
Staines et al (1974) suggereren inderdaad dat het B6AFl-anti-
B10.D2-serum tenminste twee soorten antilichamen bezit. De ene 
soort is waarschijnlijk gericht tegen antigenen, die voornamelijk 
op В lymfocyten aantoonbaar zijn. Mogelijk betreft het hier Ir-
antilichamen en zijn deze verantwoordelijk voor de enhancing akti-
viteit van het B6AFl-anti-B10.D2-serum. De andere soort bevat 
waarschijnlijk het "klassieke" anti-H-2-antilichaam, dat in vitro 
cytotoxisch is voor lymfoiede cellen (en voor cellen van de meeste 
andere weefsels) en in vivo verantwoordelijk is voor een groot 
deel van de complementafhankelijke cytotoxiciteit. Immers, na ab­
sorptie met muize-erytrocyten, waardoor waarschijnlijk de "klas­
sieke" anti-H-2-antilichamen worden verwijderd, was de mogelijk­
heid om met het B6AFl-anti-B10,D2-serum hyperacute afstoting op 
te wekken verdwenen, zelfs als sterk geconcentreerde hoeveelheden 
werden gebruikt (Jansen et al 1975c). 
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Hoofdstuk б 
HYPERACUTE AFSTOTING VAN HUIDTRANSPLANTATEN BIJ DE CONGENITAAL 
THYMUSLOZE MUIS 
INLEIDING 
Muizen, die homozygoot zijn voor de autosomaal recessieve 
mutatie "nude" (nu/nu) zijn haarloos, tonen een vertraagde groei 
en verminderde fertiliteit en hebben een verkorte levensduur; 
deze bedraagt onder gewone omstandigheden 3-5 maanden. Deze mu­
tanten hebben geen thymus. In de foetus is er wel een thymus-
aanleg, maar vanaf de veertiende dag van de graviditeit ontwikkelt 
deze zich niet verder en toont geen of zeer geringe migratie van 
lymfoiede cellen. Het aantal leucocyten in het perifere bloed is 
sterk verlaagd, hetgeen blijkt te berusten op een lymfopenie. 
De milt en de lymfklieren van nu/nu muizen missen lymfocyten in 
de zogenaamde thymusafhankelijke zones (Flanagan 1966, Pantelouris 
1968, de Sousa et al 1969, Rijgaard 1969, 1973, Pantelouris en 
Hair 1970, Fukuda et al 1974). Weliswaar zijn er lymfocyten aan­
getoond, die het 0-antigeen dragen (T-cellen), maar deze cellen 
zijn waarschijnlijk operationeel inaktief (Raff 1971, Raff en 
Wortis 1970). Huidxeno- en -allotransplantaten worden doorgaans 
niet afgestoten. Na thymustransplantatie worden transplantaten wel 
steeds afgestoten (Rijgaard 1969, 1973, 1974 a, b en c, Pennycuik 
1971, Wortis 1971, Manning et al 1973, Reed en Manning 1973). 
In de congenitaal thymusloze muizen is een effectieve cellu­
laire immuunrespons afwezig. Daarom leek deze stam bijzonder ge­
schikt om - ter uitbreiding van eerder onderzoek in ons laborato­
rium (Koene et al 1974) - de gevolgen van toediening van humorale 
antilichamen en complement op allogene en xenogene huidtransplan-
taten te bestuderen. 
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RESULTATEN BIJ ALLOTRANSPLANTATEN 
B10.D2 h u i d t r a n s p l a n t a t e n werden aangeb rach t op c o n g e n i t a a l 
thymusloze BIO.LP muizen. A l l e t r a n s p l a n t a t e n g r o e i d e n in en b l e -
ven gaaf t o t de dood van de o n t v a n g e r . Op dag 8 na t r a n s p l a n t a t i e 
werden i n t r a v e n e u z e i n j e c t i e s gegeven. De r e s u l t a t e n z i j n samen-
g e v a t in t a b e l 6 . 1 . 
Tabel 6 . 1 . Het e f fec t van i n j e c t i e van B6AFl-anti-B10.D2-serum en konijnecom-
pleraent op B10.D2 hu id t r ansp lan ta t en b i j nu/nu muizen op dag 8 na 
t r a n s p l a n t a t i e . 
Groep Aantal Intraveneuze i n j e c t i e van Aantal t r ansp lan t a t en met 









































0.25 ml, θ uur l a t e r gevolgd door nogmaals 0.25 ml 
Aan groep 1 werd intraveneus 0.50 ml B6AFl-anti-B10.D2-serum samen 
met 0.25 ml konijnecomplement toegediend en, in een poging om een 
optimaal ef fect t e verkr i jgen, werd na een i n t e r v a l van 8 uur op­
nieuw 0.25 ml konijnecomplement intraveneus gespoten. Bij 4 van de 
6 proefdieren ontstond binnen 2-4 dagen t o t a l e necrose van het 
t r a n s p l a n t a a t , te rwi j l de res terende twee t r a n s p l a n t a t e n in d ie 
periode s terke lokale necrose t o t 40 en 50% van het t o t a l e epi theel-
oppervlak toonden. Indien al loantiserum a l leen werd toegediend of 
in combinatie met door v e r h i t t i n g gedurende 45 minuten op 56 С ge-
inaktiveerd konijnecomplement, dan ontstond geen enkel teken van 
a f s to t ing (groep 2 en 3) . Werd, met een i n t e r v a l van 8 uur, twee-
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maal 0.25 ml konijnecomplement zonder antiserum toegediend, dan 
ontstond merkwaardigerwijze binnen 24-48 uur reversibele lokale 
necrose in alle transplantaten (groep 4). Dat na injectie van com-
plement alleen toch lokale necrose ontstond zou het gevolg kunnen 
zijn van tegen muizecsllen gerichte antilichamen in het konijne-
serum. Dit leek onwaarschijnlijk omdat in vitro het konijneserum 
niet toxisch was voor muizecellen en omdat in het proefdier de 
meeste antilichamen door de ontvanger geabsorbeerd zouden zijn, 
voordat ze het transplantaat zouden kunnen bereiken (absorptie in 
vivo). Bovendien bleek dat na voorafgaande absorptie met B10.D2-
lymfocyten door incubatie van 1 ml afgecentrifugeerde cellen met 
5 ml konijneserum gedurende 10 minuten bij 4 C, nog steeds volle-
dige of partiële necrose kon worden opgewekt na 2 injecties van 
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Figuur 6.1. Cytolyse van B10.D2 ( ) en C57BL6 ( ) lymfoiede cellen door 
nu/nu sera (dag 8 na transplantatie van B10.D2 huid) en konijnecomplement. 
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56 С) gaf konijnecomplement, indien a l léén geïndiceerd, geen ne-
crose meer (groep 6) . 
Het des t ruc t i e f ef fect van complement a l leen (groep 4 en 5) 
zou anderzijds verklaard kunnen worden u i t het f e i t dat congeni-
t aa l thymusloze muizen in s t a a t z i jn antilichamen te vormen tegen 
BIO.D2-antigenen. De zelf gevormde BIO.D2-antilichamen zouden dan 
samen met een ef fec t ieve complementbron de BIO.D2-transplantaten 
kunnen beschadigen. Om deze zelf gevormde antilichamen aan te t o -
nen werden 3 congenitaal thymusloze muizen met een BIO.D2-trans-
plantaa t op dag 8 na t r a n s p l a n t a t i e verbloed. De sera werden af-
zonderli jk in de c y t o t o x i c i t e i t s t e s t onderzocht. Om anticomple-
mentaire a k t i v i t e i t u i t de sera te verwijderen, werden ze 45 mi-
nuten b i j 56 С geïnkubeerd voor gebruik in de c y t o t o x i c i t e i t s t e s t , 
waarbij vers konijneserum als complementbron fungeerde. Figuur 6.1 
toont aan dat a l l e sera cytotoxische a k t i v i t e i t bezaten ( t i t e r 
1:32). C57BL6 lymfoiede ce l len dienden a l s controle en toonden geen 
lys i s met het ge tes te serum, waaruit bleek dat de antilichamen 
specifiek tegen BIO.D2-antigenen ger ich t waren. 
Tabel 6 . I I . Het e f f ec t van i n j e c t i e van muis -an t i - ra t - se rum en konijnecomple-
men op r a t t e h u i d t r a n s p l a n t a t e n b i j nu/nu muizen op dag θ na 
t r a n s p l a n t a t i e . 
Groep Aantal Intraveneuze i n j e c t i e van Aantal t r a n s p l a n t a t e n met 




























0.5 ml B6AFl-anti-PVG/c-serum 
0.25 ml 
RESULTATEN B I J XENOTRANSPLANTATEN 
T a b e l 6 . I I t o o n t h e t e f f e c t v a n t o e d i e n i n g v a n m u i s - a n t i -
r a t - s e r u m en k o n i j n e c o m p l e m e n t op h u i d x e n o t r a n s p l a n t a t e n v a n d e 
r a t . T r a n s p l a n t a t e n v a n s t a a r t h u i d v a n d e PVG/c r a t g r o e i d e n b i j 
de c o n g e n i t a a l t h y m u s l o z e m u i z e n i n en b l e v e n m e e s t a l i n t a c t t o t 
d e dood v a n de o n t v a n g e r . A l s 0 . 5 0 ml B 6 A F l - a n t i - P V G / c - s e r u m samen 
m e t 0 . 2 5 ml k o n i j n e c o m p l e m e n t i n t r a v e n e u s w e r d i n g e s p o t e n op d a g 
8 na t r a n s p l a n t a t i e o n t s t o n d b i n n e n 2 u u r c y a n o s e van de t r a n s -
Figuur 6 .2 . Hyperacute a f s t o t i n g van r a t t ehu id door i . p . i n j e c t i e van 1.0 ml 
muis -an t i - ra t - se rum b i j een congeni taal thymusloze muis op dag 8 na t r ansp lan-
t a t i e . Het t r a n s p l a n t a a t i s dan goed ingegroeid en toont vóór de i n j e c t i e (0 
uur) geen tekenen van a f s t o t i n g . 4 uur na de i n j e c t i e b e s t a a t er e rns t ige 
cyanose en z i jn mul t ipele bloedingen z i ch tbaa r . Op vele p laa t sen i s 8 uur na 
de i n j e c t i e lokale necrose aanwezig, t e r w i j l na 24 uur he t gehele xenotrans-
p l a n t a a t necro t i sch i s . 
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1 (Serum verdunning) 
Figuur 6.3. Cytolyse van PVG/c ( ) en C57BL6 ( ) lymfoiede cellen door 
nu/nu sera (dag 8 na transplantatie van PVG/c huid) en konijnecomplement. 
plantaten. Binnen 1-3 dagen waren alle transplantaten geheel ne-
crotisch (groep 7). Werd alleen 0.50 ml B6AFl-anti-PVG/c-serum 
intraveneus toegediend op dag 8, dan ontstond ook binnen enkele 
uren cyanose van de transplantaten en binnen 1-2 dagen totale ne-
crose (groep 8, figuur 6.2). Indien alleen konijnecomplement (0.25 
ml) werd ingespoten trad er binnen 2 uur zeer diepe cyanose op en 
binnen 1-3 dagen totale necrose (groep 9). Ook indien het konijne-
complement vôôr toediening gedurende 10 minuten bij 4 С was geab­
sorbeerd met behulp van PVG/c lymfocyten ontstond hetzelfde beeld: 
binnen 2 uur cyanose, binnen 1-3 dagen totale necrose (groep 10). 
Werd het konijnecomplement voor de toediening geïnaktiveerd (45 
minuten op 56 C), dan was er geen enkel teken van cyanose of ne-
crose en de transplantaten bleven intact tot de dood van de ont-
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vanger (groep 11). 
Ook in het afzonderlijk getest serum van drie op dag 8 ver-
bloede congenitaal thymusloze ontvangers van een xenogeen rat-
transplantaat bleken cytotoxische antilichamen voor te komen, ge-
richt tegen PVG/c lymfocyten (figuur 6.3). De cytotoxiciteitstiter 
was hoger dan na allotransplantatie en bedroeg 1:128. Controle 
muizelymfocyten werden niet gelyseerd. 
BESCHOUWINGEN 
Uit de resultaten blijkt dat huidallo- en -xenotransplantaten 
hyperacuut kunnen worden afgestoten door de werking van humorale 
antilichamen en complement in proefdieren, waarin een effectieve 
thymusafhankelijke cellulaire immuniteit ontbreekt. De in hoofd-
stuk 4 beschreven experimenten suggereerden reeds dat destructie 
van huidtransplantaten kan opgewekt worden uitsluitend door de 
werking van humorale faktoren (antilichamen en complement) . De 
cellulaire immuunrespons was hier tijdelijk en misschien slechts 
gedeeltelijk onderdrukt met antilymfocytenserum. De experimenten 
bij de nu/nu muizen versterken de conclusies, omdat bij deze 
dieren de cellulaire immuunrespons waarschijnlijk geheel afwezig is. 
Verder blijkt uit de cytotoxicsteitstest dat nu/nu muizen 
ondanks hun T-cel defect in staat zijn antilichamen te vormen te-
gen zowel huidallo- als -xenotransplantaten. Dit is in overeen-
stemming met andere experimenten, waarbij deze dieren in staat 
bleken om, zij het in lage concentraties, antilichamen te vormen 
tegen thymusafhankelijke antigenen (Kindred 1971, Pantelouris 1971, 
Wortis 1971). Voorts blijkt uit onze experimenten, dat de anti-
lichamen die na huidallo- of -xenotransplantatie gevormd worden, 
deze transplantaten kunnen vernietigen als een krachtig werkzaam 
complementsysteem wordt toegevoegd. In vitro is het eigen comple-
mentsysteem van de muis vrij inefficient bij de lysis van lymfoiede 
en rode cellen (Winn 1965) . Dit geldt niet alleen voor stammen met 
een complementiaktor deficiëntie, maar ook voor andere stammen en 
waarschijnlijk voor de gehele species (Rosenberg en Tachibana 1962) . 
De onbeperkte overlevingsduur van huidtransplantaten bij de con-
genitaal thymusloze muis wordt daarom waarschijnlijk niet alleen 
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veroorzaakt door de insufficiëntie van de cellulaire immuunreaktie, 
maar ook door de afwezigheid van een efficient complementsysteem. 
Bij de proeven met de huidxenotransplantaten (tabel 6.II) 
lijkt de situatie nog iets meer gecompliceerd. Immers, wordt 
B6AFl-anti-PVG/c-serum alleen geïnjiceerd zonder complement, dan 
ontstaat ook hyperacute afstoting (groep 8). Dit is in overeen-
stemming met de bevindingen van Baldamus et al (1973) en Winn et 
al (1973) die aantoonden dat huidxenotransplantaten bij de muis 
door humorale antilichamen acuut konden worden vernietigd zonder 
extra toevoeging van een krachtig werkzaam complement. Een verkla-
ring voor dit fenomeen ligt waarschijnlijk in het feit dat bij een 
xenotransplantaat, door zijn groter antigeen verschil met de ont-
vanger, een dichtere concentratie van antigene plaatsen en dus van 
daaraan gebonden antilichamen aanwezig is, waardoor ook een minder 
effectief complementsysteem, zoals muizecomplement, nog geakti-
veerd kan worden. Men zou op grond van deze hypothese zelfs kunnen 
verwachten dat door de ontvanger zelf gevormde antilichamen (fi-
guur 6.3) spontaan ook tot afstoting kunnen leiden. Dat dit niet 
gebeurt komt waarschijnlijk doordat de titer van deze zelf ge-
vormde antilichamen te laag blijft om muizecomplement te aktiveren. 
Het effectieve konijnecomplement kan in deze situatie wel geakti-
veerd worden, blijkens de resultaten in groep 9 en 10, waarbij 
toediening van konijnecomplement alléén leidt tot acute destructie. 
Het is ook denkbaar dat de antilichaamklasse een rol speelt 
bij het optreden van deze fenomenen, omdat er aanwijzingen zijn 
dat sommige complementspecies beter worden geaktiveerd door IgM, 
terwijl andere met IgG aktiever zijn (Winn 1965). Congenitaal 
thymusloze ontvangers zouden slechts IgM antilichamen produceren, 
omdat voor de overschakeling naar IgG-antilichaamproduktie thymus-
afhankelijke cellen noodzakelijk zijn (Kindred 1971, Pantelouris 
en Flisch 1972 a en b). De zelf gevormde antilichamen zouden dus 
IgM immuunglobulinen zijn. Het exogeen toegediende B6AFl-anti-
PVG/c-serum is daarentegen een hyperimmuunserum en bevat waar-
schijnlijk vrijwel uitsluitend IgG-antilichamen. 
Nadere analyse van de kinetiek van de antilichaamreaktie na 
huidtransplantatie bij de congenitaal thymusloze muis kan ons een 
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beter inzicht geven in de invloed, die de humorale immuniteits-
reaktie op transplantaten heeft. De faktoren die verantwoordelijk 
zijn voor de effectieve aktivering van het eigen complementsysteem 
van de muis, en die leiden tot acute beschadiging van een trans-
plantaat, dienen te worden onderzocht. Met name zal door bepaling 
en scheiding van antilichaamklassen (IgM en IgG) kunnen worden 
nagegaan in hoeverre deze verschillende klassen een rol spelen 
bij de in vivo aktivering van het complementsysteem. 
60 
Hoofdstuk 7 
ANALYSE VAN DE WERKZAAMHEID VAN KONIJNECOMPLEMENT BIJ DE 
CELDESTRUCTIE IN VIVO EN IN VITRO 
INLEIDING 
Het complementsysteem omvat een groep serumeiwitten die samen 
een van de voornaamste effektorsystemen vormen van immunologisch 
geïnduceerde ontstekingsverschijnselen. Produkten, die vrijkomen 
bij de aktivatie van de complementcascade, induceren veranderingen 
in de vasculaire permeabiliteit, trekken polymorfonucleaire en 
mononucléaire leucocyten aan, versterken de fagocytose door be-
vordering van de adherentie van met complement bedekte complexen 
aan bloedlichaampjes en beschadigen celmembranen waarna osmotische 
lysis en celdood volgen. Complement is in het serum aanwezig in 
geïnaktiveerde vorm. Er zijn verschillende controle mechanismen, 
die de aktivatie en funktie van het complementsysteem reguleren 
(Gigli 1974) . Aktivatie kan geschieden langs twee wegen die elk 
verschillende funktionele eenheden omvatten. 
De eerste of klassieke weg wordt geaktiveerd door IgM en IgG 
bevattende complexen. Deze weg bestaat uit een herkennend deel 
(Cl), een aktiverend deel (C2, C4) en een membraan-lederend deel 
(C3, C5, C6, C7, C8 en C9). De eerste complementiaktor (Cl), die 
in serum als een macromoleculair aggregaat van drie verschillende 
eiwitten Clq, Clr en Cis voorkomt, wordt geaktiveerd als Clq zich 
met het Fc-fragment van een immuunglobuline bindt. Humaan IgGl, 
IgG2, IgG3 of IgM, kunnen na aggregatie of door binding met een 
corresponderend antigeen deze reaktie in gang zetten. Door de bin-
ding van Clq krijgt Clr de mogelijkheid om Cis te aktiveren. Ge-
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aktiveerd Cis deelt zijn natuurlijke substraat C4 in twee frag-
menten, waarvan het grootste (C4b) of aan de celmembraan gebonden 
wordt, waarbij een gebonden C14 complex ontstaat, of vrij oplos-
baar blijft. De aanwezigheid van C4b versterkt het geaktiveerd Cl 
in de splitsing van zijn andere natuurlijk substraat C2. Het 
grootste splitsingsprodukt van C2 vormt met C4b een eiwit-eiwit 
complex met nieuwe enzymatische aktiviteit, het C3-convertase. 
Door de splitsing van C3 door C3-convertase ontstaat naast een 
peptide (C3a) een groter fragment (C3b), dat de substraatspecif1-
citeit van het C3-convertase wijzigt, waardoor C5 gesplitst kan 
worden in een klein (C5a) en een groot fragment (C5b). C5b vormt 
met C6 en C7 geaktiveerd C567 dat gebonden aan het celoppervlak 
of vrij in oplossing aanwezig is. Cellen die geaktiveerd C567 dra-
gen reageren met C8 en tenslotte met C9, waardoor de vorming van 
het membraan-lederend deel compleet is. Er ontstaan electronen-
microscopisch waarneembare gaten in de celmembraan en spontane 
cellysis volgt. 
De alternatieve weg (of properdine weg) kan geaktiveerd worden 
door geaggregeerd menselijk IgA, cavia IgGl globuline en door 
sommige bestanddelen van bacteriën, fagen en planten. Zonder ge-
bruik te maken van de complementiaktoren Cl, C2 en C4 wordt hier-
bij via C3 het membraan-lederend deel van het complementsysteem in 
werking gezet. Deze alternatieve weg werd ontdekt bij onderzoek 
naar de invloed van Polysacchariden van gistcelwanden (zymosan) 
en slangegif (cobra venom factor) op de werking van het complement-
systeem. Door de werking van bovengenoemde stoffen wordt via een 
initiërende faktor het properdine geaktiveerd, dat samen met C3, 
via C3-proaktivatorconvertase uit C3-proaktivator (faktor B) C3-
aktivator doet ontstaan, waardoor C3 (faktor A) gesplitst wordt 
in C3a en C3b. Hierdoor wordt dan het membraan-lederend deel van 
het complementsysteem geaktiveerd als boven beschreven. Er blijkt 
bovendien een C3b afhankelijk positief feedback mechanisme te be-
staan in de alternatieve aktivering: C3b aktiveert C3-proaktivator 
via C3-proaktivatorconvertase. Via C3b kan de eerste, klassieke 
weg secundair de alternatieve weg aktiveren (Ruddy 1972, 1974, 
Müller-Eberhard 1974, Alper 1974). 
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Van de gesplitste componenten hebben zowel de vrij opgeloste 
als de celgebonden fracties belangrijke biologische effecten. C3a 
maakt histamine vrij uit mestcellen, C5a heeft anafylaktische ei-
genschappen en heeft een sterke chemotaktische aktiviteit voor 
granulocyten. Een afsplitsingsprodukt van vrij opgelost geaktiveerd 
C567 heeft chemotaktische aktiviteit en waarschijnlijk heeft een 
peptide, afkomstig van C2 vasoaktieve eigenschappen. Binding van 
Cl en C4 aan cellen vergroot de mogelijkheid van antilichamen om 
herpesvirus daarin te neutraliseren. De aanwezigheid van C3b op 
een cel creëert de mogelijkheid tot specifieke binding met re-
ceptoren op erytrocyten, granulocyten of trombocyten (immuunad-
herentie). 
In het bloedplasma bestaan naast het complementsysteem ver-
schillende enzymsystemen, als het stollingssysteem, het fibrino-
lytisch systeem, het kininen vormend systeem. Het zijn alle essen-
tieel verschillende systemen, maar niettemin bestaan er onderling 
multipele en waarschijnlijk fysiologisch belangrijke verbindings-
wegen. De Hageman faktor neemt hierbij een centrale plaats in, 
omdat deze faktor na aktivatie waarschijnlijk zowel het stollings-
systeem, het kininen vormend systeem als het fibrinolysesysteem 
in werking kan zetten. Het fibrinolysesysteem wordt geaktiveerd 
door stimulering van de omzetting van plasminogeen in piasmine, 
dat ook Cl in Cl-esterase omzet, waardoor complementaktivatie kan 
optreden (Pondman 1969, Ruddy et al 1972, Austen 1974). In vivo 
kunnen door de interaktie van deze verschillende enzymsystemen 
reaktiepatronen ontstaan, die niet door de werking van één systeem 
alleen verklaard kunnen worden. 
De kennis van het complementsysteem stamt voor een belangrijk 
deel uit experimenten met humaan en caviacomplement. Het comple-
mentsysteem is aanwezig in alle vertebraten (Rosen 1974). De wijze 
van aktivatie is waarschijnlijk hetzelfde voor complementsystemen 
van verschillende species. Wel bestaan er speciesverschillen, die 
een kwantitatieve variatie opleveren in de cytotoxische werking 
(Winn 1965, Koene 1972, Koene en McKenzie 1973, Detrich-Hooks et 
al 1975). Voor een uitvoerigere informatie over het complement-
systeem wordt de lezer verwezen naar de overzichten, waaruit deze 
vereenvoudigde beschrijving werd samengesteld: Pondman (1969), 
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Ruddy et al (1972), Alper (1974), Austen (1974b) en Müller-Eberhard 
(1974) . 
Bij de experimenten, beschreven in het vorige hoofdstuk, 
gingen wij er op grond van literatuurgegevens vanuit dat het com-
plementsysteem in het gebruikte verse konijneserum samen met allo-
antilichamen de oorzaak vormde van de hyperacute afstoting van de 
huidallotransplantaten. Om hierover meer informatie te verkrijgen 
verrichtten wij een aantal experimenten in vitro en in vivo met 
vers konijneserum, dat tevoren onderworpen werd aan behandelingen, 
die specifiek het complementsysteem of onderdelen ervan inakti-
veren. Deze behandelingen bestonden uit verhitting gedurende 45 
minuten bij 56 C, absorptie met zymosan, toevoegen van carrage-
nine en absorptie met immuuncomplexen. 
Incubatie bij 56°C destrueert in vers serum van mens en cavia 
de complementfaktoren Cl en C2 binnen enkele minuten, terwijl bij 
incubatie gedurende 30-40 minuten ook het grootste gedeelte van de 
C3 en C4 aktiviteit verloren gaat (Mayer 1961). Ook C3-proaktiva-
tor wordt bij 56°C onwerkzaam (Alper 1974) , zodat ook langs de 
alternatieve weg geen aktivering van het membraanlederend deel van 
het complementsysteem meer kan optreden. Absorptie met zymosan, 
een polysaccharide uit de wand van gist, aktiveert in caviaserum 
en in mindere mate in menselijk serum het complementsysteem via 
de alternatieve weg, waarbij Cl, C4 en C2 weinig veranderen maar 
C3 en C5 min of meer volledig verdwijnen (Pillemer en Ecker 1941, 
Mayer 1961, Lachmann et al 1973). Toevoegen van carragenine, een 
polysaccharide uit zeewier, remt specifiek de aktivatie via Cl, 
terwijl de rest van het complementsysteem intact zou blijven 
(Davies 1963, 1965). Door absorptie van vers serum met immuuncom-
plexen wordt het complementsysteem zoals boven beschreven volgens 
de klassieke weg geaktiveerd. 
Naast het verrichten van experimenten met konijneserum, waar-
van het complementsysteem of onderdelen daarvan geïnaktiveerd wa-
ren, werd zowel in vitro als in vivo een onderzoek ingesteld naar 
de werkingsduur van konijnecomplement bij de muis. 
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METHODEN 
Behandeling van serum met zymosan. Per 1.0 ml vers konijneserum 
werd 10 mg zymosan (Koch-Light Laboratories) toegevoegd, waarna 
bij kamertemperatuur gedurende 1 uur op een draaischijf gemengd 
werd. Daarna werden de zymosanpartikels afgecentrifugeerd. Het 
serum werd afgepipetteerd en voor het onderzoek gebruikt. 
Behandeling van serum met carragenine. Per 1.0 ml vers konijne-
serum werd 1 mg carragenine (Sigma) toegevoegd, waarna kort ge-
mengd werd. Daarna werd het serum voor het onderzoek gebruikt. 
Behandeling van het serum met immuuncomplexen. Immuuncomplexen 
werden aan Sepharose-bolletjes gekoppeld om ze door middel van 
centrifugeren weer gemakkelijk te kunnen verwijderen uit het ko-
nijneserum na afloop van de absorptieprocedure. Het koppelen ge-
schiedde als volgt (Molenaar en Pondman, ongepubliceerd). Albumine 
Mérieux (1.0 ml; 200 mg albumine) werd gekoppeld aan 5.0 ml cyano-
geenbromide (CN Br ) geaktiveerde Sepharose-4B (Pharmacia). Om 
het niet gekoppeld materiaal te verwijderen werd daarna 2 maal ge-
wassen met fosfaatgebufferd fysiologisch zout (PBS) pH 7.5 (0.15 
m NaCl, 0.02 m fosfaat). Uit 1 ml anti-humaan-albumine-serum, be-
reid bij konijnen (Nordic) werd de globulinefraktie geprecipiteerd 
met 1.0 ml 100% verzadigd ammoniumsulfaat (SAS). Het precipitaat 
werd opgelost in 1 ml H20 na 2 χ wassen met 50% SAS (pH 6.5). 
Daarna werd de globulinefraktie gedialyseerd tegen 100 ml PBS, 
ter verwijdering van het ammoniumsulfaat. De geaktiveerde, met 
albumine gekoppelde Sepharose werd in 5 ml PBS gesuspendeerd, de 
anti-humaan-albumineglobulinen werden toegevoegd en gedurende 2 
uur bij kamertemperatuur op een draaischijf gemengd. Na deze bin­
dingsprocedure lieten we de Sepharose bezinken. De bovenstaande 
vloeistof werd afgepipetteerd en geconcentreerd tot 0.5 ml (Amicon-
filter). Bij immunodiffusie werd met dit materiaal tegen menselijk 
albumine geen antilichaamaktiviteit meer gevonden, ten teken van 
binding van de antilichamen aan het gekoppelde albumine. Vervolgens 
werd samen met 1.0 ml vers konijneserum 1.0 ml afgecentrifugeerde 
Sepharose met gebonden immuuncomplexen bij kamertemperatuur ge-
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durende 1 uur op een draaischijf gemengd. Daarna werden de Sepha-
rose-bolletjes afgecentrifugeerd. Het serum werd afgepipetteerd 
en voor het onderzoek gebruikt. 
Onderzoek naar hyperacute afstoting. Alle experimenten in vivo 
werden verricht op dag 7 na transplantatie van B10.D2 huid op 
vrouwelijke B6AF1 ontvangers, bij wie de overlevingsduur der trans­
plantaten verlengd was door intraperitoneale injectie van GAMLS. 
In een controlegroep (n = 8) bedroeg na intraperitoneale injectie 
van 0.25 ml GAMLS op dag 0, 2 en 4 na transplantatie de mediane 
overlevingstijd der transplantaten 25.0 + 1.1 dagen. Voor de in­
traveneuze injectie werd dag 7 na transplantatie gekozen, omdat 
gebleken is dat er op die dag een maximale gevoeligheid van huid-
transplantaten voor de werking van antilichamen en complement be­
stond (zie hoofdstuk Θ). Hyperacute afstoting werd gedefinieerd 
als totale necrose binnen 4 dagen na injectie. 
AKTIVITEIT VAN VERS KONIJNESERUM NA INAKTIVERING VAN HET COMPLE­
MENTSYSTEEM 
Bij deze groep experimenten werd, zowel in vitro als in vivo, 
gebruik gemaakt van serummonsters van één konijn. De verschillen-
de behandelingen werden direkt na ontdooien toegepast. De proef-
dieren kregen op dag 7 één injectie van 0.50 ml B6AFl-anti-B10.D2-
serum, gemengd met 0.25 ml wel of niet behandeld konijneserum. De 
resultaten zijn samengevat in tabel 7.1. Groep 1 vormt de controle-
groep. De complementtiter van het onbehandelde konijneserum be-
droeg 1:16. Na injectie van dit onbehandeld konijneserum samen 
met specifiek anti-B10.D2-serum ontstond bij alle muizen hyper-
acute afstoting van het transplantaat. In groep 2 werd het vers 
konijneserum voor gebruik gedurende 45 minuten op 56 С verhit. 
Daarna was de in vitro aktiviteit geheel verdwenen (complement­
titer 0) en bij de proefdieren (in vivo) ontstonden geen hyper-
acute afstotingsverschijnselen. Ook na behandeling van het vers 
konijneserum met zymosan (groep 3), met carragenine (groep 4) en 
met gekoppelde immuuncomplexen (groep 5) werd in vitro geen com-
plementaktiviteit (complementtiter 0) en in vivo geen enkel teken 
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Tabel 7.1. Aktiviteit van konijneserum in vitro en in vivo na inaktivatie van 
het complementsysteem. 
Groep Behandelingsmethode Aangrijpingspunt in Complement Hyperacute 
vers konijneserum complement aktivatie titer afstoting 
1 geen 
2 v e r h i t t i n g 45'56°C Cl C2 (C3, C4) 
C3-proaktivator 
3 zymosan a b s o r p t i e C3 (Cl, C4, C2) 
4 toevoeging carragenine Cl 
5 absorpt ie immuuncom-









a totale necrose van huidtransplantaat binnen 4 dagen na injectie. 
van hyperacute afstoting meer waargenomen. 
INVLOED VAN INCUBATIE OP DE AKTIVITEIT VAN KONIJNECOMPLEMENT 
Bij deze groep experimenten werd van 3 konijnen het vers in­
gevroren serum ontdooid en in een waterbad bij 37 С geïnkubeerd 
gedurende 0, 4, 8, 12, 24, 48 en 72 uur. Vervolgens werd van elk 
serum een complementtitratie uitgevoerd. Het verloop van de titers 
wordt in figuur 7.1 weergegeven. De titers van de 3 konijnesera 
verschillen onderling, maar alle tonen ze na gedurende de eerste 
12 uur eenzelfde titer behouden te hebben, een daling in het ver-
loop van 72 uur. Werd 0.25 ml van deze drie sera na 0, 4, 8, 12, 
24, 48 en 72 uur incubatie bij 37 С samen met 0.50 ml B6AFl-anti-
B10.D2-serum op dag 7 na transplantatie ingespoten bij vrouwelijke 
B6AF1 ontvangers, die behandeld waren met GAMLS, dan ontstond 
hyperacute afstoting van de B10.D2 huid. Na drie dagen incubatie 
in vitro bij 37°C was er in het konijneserum ondanks een titer-
daling in vitro voldoende complementaktiviteit overgebleven om 
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Figuur 7.1. Invloed van incubatie van vers konijneserum bij 37 С in vitro op 
de complementtiter. 
Werd het konijneserum in vivo (bij 37 C) geïncubeerd, dan 
ontstond er een geheel ander beeld. Op dag 7 na transplantatie van 
B10.D2 huid op vrouwelijke BôAFl's die immunosuppressie door GAMLS 
gekregen hadden, werd op tijdstip 0 intraveneus 0.25 ml van een 
konijnecomplement ingespoten (incubatie van RC in vivo). Na ver-
schillende tijdsintervallen (^, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 en 8 uur) 
werd opnieuw een intraveneuze injectie gegeven, nu van 0.50 ml 
B6AFl-anti-B10.D2-serum. De resultaten zijn weergegeven in figuur 
7.2. Indien het konijnecomplement al \, 1 en 2 uur in de ontvanger 
aanwezig was voordat het antiserum werd toegediend, ontstond in 
100% der proefdieren hyperacute afstoting. Bij een interval tussen 
beide injecties van 3 tot 7 uur werd het aantal transplantaten 
waarin totale necrose ontstond steeds kleiner. Hyperacute afsto-
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Figuur 7.2. Invloed van incubatie van vers konijneserum in vivo op het ver­
mogen om hyperacute afstoting op te wekken. 
11 van de 12, na 4 uur tussenpoos in 9 van de 12, na 5 uur tussen­
poos in 8 van de 15, na 6 uur tussenpoos in 2 van de 10 en na 7 
uur tussenpoos in 1 van de 9 huidtransplantaten. Na 8 of meer uur 
incubatie van RC in vivo ontstond na toevoegen van het antiserum 
geen hyperacute afstoting meer. 
BESCHOUWINGEN 
Inaktivatie van complement 
Uit de resultaten, samengevat in tabel 7.1, blijkt dat alle 
door ons toegepaste methoden ter gehele of gedeeltelijke inakti-
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vatie van het complementsysteem leidden tot verdwijnen van het 
vermogen van vers konijneserum om, samen met antilichamen, ener­
zijds in vitro aanleiding te geven tot cellysis en anderzijds in 
vivo hyperacute transplantaatbeschadiging te veroorzaken. 
Verhitting gedurende 45 minuten op 56 С (groep 2), hetgeen 
complementaktivatie zowel via de klassieke als volgens de alter­
natieve weg zou blokkeren, maakte vers konijneserum in beide test-
systemen onwerkzaam. Absorptie met zymosan (groep 3), dat althans 
bij cavia en mens vooral de C3 en C5 spiegels verlaagt via akti-
vatie van de alternatieve weg, leidde bij vers konijneserum tot 
verdwijnen van de aktiviteit in vitro en in vivo. Toevoegen aan 
vers konijneserum van carragenine, dat volgens Davies (1963, 1965) 
specifiek de aktivatie via Cl zou blokkeren, resulteert eveneens 
in het volledig verdwijnen van aktiviteit in vitro en in vivo. Als 
het juist zou zijn dat carragenine ook in konijneserum alleen Cl 
(de klassieke weg) en niet de alternatieve aktiveringsweg blok­
keert, dan tonen de experimenten in groep 4 aan, dat de cytolyse 
in vitro en de hyperacute afstoting in vivo bij de muis alleen 
plaats vindt na aktivatie van het complementsysteem via de klas­
sieke weg. Ook absorptie van het complementsysteem met gebonden 
immuuncomplexen, waardoor het complementsysteem volgens de klassieke 
weg geaktiveerd wordt, geeft een volledig verdwijnen van de akti­
viteit van het konijneserum in vitro en in vivo. 
De resultaten van de experimenten, samengevat in tabel 7.1 
leveren goede argumenten voor de veronderstelling dat het inderdaad 
het complementsysteem in vers konijneserum is dat verantwoordelijk 
is voor de uiteindelijke celdestructie in vivo en in vitro. 
Werkingsduur van complement 
De gegevens van het onderzoek naar de werkingsduur van ko­
nijnecomplement door incubatie bij 37 С in vitro tonen aan dat het 
verval in aktiviteit na 12 uur duidelijk wordt en daarna in de 
loop van 72 uren daalt van gemiddeld 1:16 naar 1:6. Desondanks is 
er na 72 uur incubatie bij 37 С in vitro nog voldoende aktiviteit 
om in vivo samen met alloantilichamen hyperacute afstoting te ver­
oorzaken. Daarentegen blijkt bij incubatie bij 37°C in vivo dat 
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na 5 uur nog maar in ongeveer 50% der gevallen hyperacute afsto­
ting optreedt en dat na 8 uur niet voldoende aktiviteit meer aan­
wezig is om samen met alloantiserum totale necrose te veroorzaken. 
Het aktiviteitsverval van konijnecomplement bij incubatie in vivo 
in de muis is dus veel sneller dan bij incubatie in vitro. De oor­
zaak hiervan is niet met zekerheid bekend, maar waarschijnlijk 
betreft het een aktieve verwijdering uit de circulatie van lichaams-
vreemde eiwitten, waartoe ook de in de muis aanwezige konijne­
complement faktoren behoren. 
Opmerkelijk was dat na incubatie bij 37 С in vitro zowel de 
cytotoxische aktiviteit in vitro, maar vooral ook de destructieve 
werking in vivo lang behouden bleef. Het is niet uitgesloten dat 
voor effecten in vivo niet alle complementiaktoren exogeen moeten 
worden toegediend, maar dat een deel van het eigen complement­
systeem van de muis zelf ook bijdraagt tot het uiteindelijk re­
sultaat. Het feit dat de aktiviteit in vitro bij hogere tempera­
turen toch langdurig behouden blijft opent mogelijkheden om met 
behulp van biochemische scheidingsmethoden nader te analyseren 
welke faktoren uit het konijnecomplementsysteem verantwoordelijk 
zijn voor het uiteindelijke destructief effect in vivo. Bij dit 
onderzoek zal ook het gebruik van meer specifieke methoden ter 
inaktivatie van afzonderlijke complementfaktoren een belangrijke 
bijdrage kunnen leveren. 
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Hoofdstuk 8 
DE GEVOELIGHEID VAN INGROEIENDE HUIDTRANSPLANTATEN VOOR 
ALLOANTISERUM EN COMPLEMENT 
INLEIDING 
Bij het histologisch onderzoek van hyperacute afstoting van 
huidallotransplantaten bij de muis bleek dat zich in de vaten van 
het transplantaat binnen 30 minuten na injectie van antiserum en 
complement granulocyten ophoopten. Vaatwandnecrose en bloedingen 
leidden mede tot totale necrose van het transplantaat (hoofdstuk 
4). De bloedvaten speelden in dit proces kennelijk een belangrijke 
rol. Wij veronderstelden dat een funktionerend vasculair netwerk 
aanwezig moest zijn om het destructieve effect van antilichamen 
en complement tot uiting te laten komen. In de literatuur zijn 
verschillende histologische studies te vinden die tot de conclusie 
leiden dat een huidtransplantaat over funktionerende vaatjes be-
schikt op dag 4 tot 5 na transplantatie (Davis en Traut 19 25, 
Medawar 1944, Taylor en Lehrfeld 1953, Edgerton en Edgerton 1955, 
Converse en Rapaport 1956, Conway et al 1957, Rolle et al 1959, 
Henry et al 1962, Clemmesen 1967, Zarem et al 1967, Zarem 1969). 
In een model waarbij rattehuid op muizen was getransplanteerd, 
vonden Jooste et al (1973) dat deze xenotransplantaten op dag 9-10 
na transplantatie gevoelig werden voor passief toegediend muis-
anti-rat-serum. Indien de injectie tussen dag 0 en 6 na transplan-
tatie gegeven werd, ontstonden geen tekenen van afstoting. Later 
beschreef dezelfde groep onderzoekers de acute destructie van 
rattehuidtransplantaten bij muis en rat door rat-alloantiserum 
(Jooste en Winn 1975). De rat-allotransplantaten werden voor het 
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eerst gevoelig op dag 8 na transplantatie. In hun modellen lag 
het tijdstip waarop de transplantaten voor het eerst gevoelig 
waren voor het antiserum duidelijk later dan men op grond van de 
histologische studies zou verwachten. Wij onderzochten daarom in 
ons allogeen transplantatiemodel bij de muis op welke dag na trans-
plantatie ingroeiende huidtransplantaten gevoelig werden voor het 
destructief effect van alloantiserum en complement. 
RESULTATEN 
De effecten van één intraveneuze injectie van 0.50 ml B6AF1-
anti-B10.D2-serum en 0.25 ml konijnecomplement, toegediend op ver-
schillende dagen na transplantatie aan overigens onbehandelde 
vrouwelijke B6AF1 ontvangers van een B10.D2 transplantaat, staan 
in tabel 8.1. Wanneer de injectie op dag 1 na transplantatie werd 
gegeven toonden de transplantaten geen enkel teken van necrose 
als op dag 6 de gipscorsetjes verwijderd werden. Er ontstond 
daarentegen een verlenging van de mediane transplantaatoverleving 
van 12.0 +1.2 tot 19.2 +1.2 dagen. Hetzelfde beeld werd gezien 
na toediening van de injectie op dag 2 en 3 na transplantatie. 
Indien de injectie op dag 5, 6 of 7 werd gegeven ontstond wel 
hyperacute afstoting in 1 à 2 dagen. De injectie van alloantiserum 
en complement op dag 4 na transplantatie had beide reaktiepatronen 
tot gevolg: sommige gedeelten van het transplantaat toonden lokale 
necrose, terwijl andere gedeelten onaangetast bleven. Nadat binnen 
enkele dagen herstel van de lokale necrose was opgetreden, waren 
de transplantaten kleiner geworden, maar de mediane overlevings-
tijd van het overgebleven transplantaatweefsei was verlengd tot 
17.8 + 1.0 dagen. Als de injectie van alloantiserum en complement 
na dag 7 gegeven werd was het bij elk individueel proefdier niet 
goed mogelijk onderscheid te maken tussen effecten van de injectie 
en de spontaan op gang komende transplantaatafstoting. Hoewel de 
mediane overlevingstijd van deze groepen altijd duidelijk korter 
was dan die van de controlegroep, zijn deze experimenten niet in 
de tabel opgenomen. 
Bij mannelijke ontvangers zonder immunosuppressleve behandeling 
werden analoge resultaten verkregen. Ook hier werden de transplan-
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Tabel 8.1. Invloed van het tijdstip van injectie op het ontstaan van hyper-
acute afstoting van allogene B10.D2 huidtransplantaten bij vrouwe­
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0.50 ml B6AFl-anti-BlO.D2-serum en 0.25 ml konijnecomplement 
tijd tussen intraveneuze injectie en volledige necrose van het trans-
plantaat 
ρ < 0.001 (Student's t-test) in vergelijking met de controlegroep 
taten voor het eerst gevoelig voor de destructieve werking van 
alloantilichamen en complement op dag 4 na transplantatie. Het 
enige verschil met de vrouwelijke ontvangers was, dat het doorgaans 
een dag langer duurde voordat volledige necrose van het transplan-
taat bereikt werd, ondanks het feit dat een dubbele hoeveelheid 
konijnecomplement werd gebruikt. 
Tabel 8.II toont de resultaten van de injectie van allo-
antiserum en konijnecomplement op verschillende dagen na trans­
plantatie in een model, waarin met anti-lymfocytenserum niet-
specifieke immunosuppressie werd geïnduceerd. De vrouwelijke 
B6AF1 ontvangers kregen op dag 0, 2 en 4 na transplantatie 0.25 ml 
geite-anti-muize-lymfocytenserum (GAMLS) intraperitoneaal toege-
diend, waardoor de mediane overlevingstijd der B10.D2 transplantaten 
werd verlengd van 12.0 + 1.2 tot 19.5 + 1.3 dagen. Indien de injectie 
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Tabel 8.II. Invloed van het tijdstip van injectie op het ontstaan van hyper-
acute afstoting van allogene B10.D2 huidtransplantaten bij vrouwe­
lijke B6AF1 ontvangers met immunosuppressie door antilymfосуten-
a 
с 
Dag van Aantal Hyperacute Duur MST+SD 












0.25 ml geite-anti-muize-lymfocytenserum (GAMLS) intraperitoneaal op 
dag 0, 2 en 4 na transplantatie 
b 
0.50 ml B6AFl-anti-B10.D2-serum en 0.25 ml konijnecomplement 
tijd tussen intraveneuze injectie en volledige necrose van het trans-
plantaat 
niet significant verschillend van de controlegroep (Student's t-test) 
e 
ρ < 0.05 in vergelijking met de controlegroep (Student's t-test) 
van alloantiserum en konijnecomplement op dag 1, 2 of 3 na trans­
plantatie werd toegediend, ontstond geen hyperacute afstoting, 
maar een lichte verlenging van de mediane transplantaatoverleving, 
die overigens slechts na de injectie op dag 2 significant ver­
schilde van die van de controlegroep. Op dag 4 ontstond lichte 
lokale necrose, de transplantaten herstelden ervan en overleefden 

















1 9 . 5 + 1 . 3 
2 3 . 3 + l . l d 
2 6 . 0 + 1 . I e 
2 3 . 0 + 1 . 0 d 
1 6 . 0 + 1 . i d 
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Tabe l 8 . I I I . I n v l o e d van h e t t i j d s t i p van i n j e c t i e op h e t o n t s t a a n van h y p e r -
a c u t e a f s t o t i n g van a l l o g e n e B10.D2 h u i d t r a n s p l a n t a t e n b i j 
b e s t r a a l d e v r o u w e l i j k e B6AF1 o n t v a n g e r s . 
Dag van 
. . . . b ï . v . i n j e c t i e 
A a n t a l 
o n t v a n g e r s 
Hype racu t e 










29 . 5+1 .2 
2 5 . 2 + 1 . 1 ' 
22 . 5+1 . l' 
400 R 24 u u r v o o r t r a n s p l a n t a t i e 
0 .50 ml B6AFl -an t i -B10 .D2-se rum en 0 . 2 5 ml kon i jnecomplemen t 
t i j d t u s s e n i n t r a v e n e u z e i n j e c t i e en t o t a l e n e c r o s e van h e t t r a n s p l a n t a a t 
ρ < 0 .001 ( S t u d e n t ' s t - t e s t ) i n v e r g e l i j k i n g met c o n t r o l e g r o e p 
i n j e c t i e op een van de dagen 5 t o t 10 gegeven werd ontstond hyper-
acute a f s t o t i n g . Het meest hef t ig verlopende beeld werd gezien op 
dag 7 en 8 na t r a n s p l a n t a t i e : a l l e t r a n s p l a n t a t e n waren binnen 48 
uur t o t a a l necrot i sch . Op dag 9 en 10 na t r a n s p l a n t a t i e v e r l i e p 
de hyperacute a f s t o t i n g s r e a k t i e minder hef t ig dan op dag 7 en 8. 
Omdat het GAMLS waarschi jnl i jk heteroanti l ichamen tegen a n t i ­
genen van de muis bevat te en daardoor de werking van het a l l o a n t i -
serum zou kunnen beïnvloeden, gebruikten wij nog een tweede vorm 
van n i e t - spec i f i eke immunosuppressie, waarbij geen antilichamen in 
het proefdier gebracht werden, namelijk t o t a l e l ichaamsbestral ing. 
De r e s u l t a t e n van de i n j e c t i e van al loant iserum en complement b i j 
de 24 uur voor t r a n s p l a n t a t i e met 400 R bes t raa lde vrouwelijke 
B6AF1 ontvangers s taan in tabel 8 . I I I . De mediane over levings t i jd 
van de B10.D2 t ransp lan ta ten in de controlegroep was 14.7 + 1 . 1 
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Tabel θ.IV. Invloed van het tijdstip van injectie op het ontstaan van hyper-
acute afstoting van enhanced allogene B10.D2 huidtransplantaten 























1 7 . 1 + 1 . 1 
1 7 . 8 + 1 . 1 C 
1 7 . 0 + 1 . 1 C 
enhancement g e ï n d u c e e r d door 0 . 2 5 ml B6AFl -an t i -B lO .D2-se rum i n t r a p e r i t o n e a a l 
op dag 0, 2 en 4 na t r a n s p l a n t a t i e 
0 .25 ml kon i jnecomplemen t 
t i j d t u s s e n i n t r a v e n e u z e i n j e c t i e en t o t a l e n e c r o s e van h e t t r a n s p l a n t a a t 
n i e t s i g n i f i c a n t v e r s c h i l l e n d van de c o n t r o l e g r o e p ( S t u d e n t ' s t - t e s t ) 
dagen. Wanneer een i n j e c t i e van konijnecomplement en al loantiserum 
op dag 2 of 3 na t r a n s p l a n t a t i e gegeven werd ontstond geen enkel 
teken van a f s t o t i n g , maar werd de mediane over lev ings t i jd s te rk 
verlengd t o t r e spec t i eve l i jk 29.5 + 1.2 en 25.2 + 1.1 dagen. Even-
a ls in de andere modellen werden de t ransp lan ta ten gevoelig op dag 
4 (pa r t i ë le necrose) en dag 5 ( to t a l e necrose) na t r a n s p l a n t a t i e 
en werd het meest hef t ige reakt iepatroon gezien op dag 7 en 8. 
Tabel 8.IV toont de r e su l t a t en van de intraveneuze i n j e c t i e 
van al leen konijnecomplement (0.25 ml) in een model waarin de mediane 
over levingst i jd van B10.D2 a l lo t r ansp lan ta t en verlengd was door 
middel van enhancement. In t raper i tonea le i n j e c t i e van 0.25 ml 
B6AFl-anti-B10.D2-serum op dag 0, 2 en 4 na t r a n s p l a n t a t i e b i j 
vrouwelijke B6AF1 ontvangers, verlengde de MST der t ransplanta ten 
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van 12.0 + 1.2 tot 18.4 + 1.1 dagen. Injectie van 0.25 ml konijne­
complement op dag 2, 3 en 4 veranderde de mediane overlevingstijd 
van de transplantaten uit die groepen niet significant. Wanneer 
het konijnecomplement op een van de dagen 5 tot 10 werd toegediend, 
ontstond hyperacute afstoting met opnieuw het meest heftige beeld 
op dag 7 (totale necrose binnen 1-2 dagen). 
BESCHOUWINGEN 
De resultaten tonen aan dat hyperacute afstoting van huid-
allotransplantaten bij de muis op verschillende dagen na de trans­
plantatie verschillend verloopt. Het eerste teken van gevoeligheid 
voor alloantiserum en complement tonen de transplantaten op dag 4 
na transplantatie in de vorm van lokale necrose. Wanneer de in­
jectie op een van de dagen 5 tot 10 gegeven werd ontstond steeds 
volledige necrose. Op dag 5 verliep het afstotingsproces nog wat 
traag. De transplantaten waren het meest gevoelig op dag 7 en θ. 
Dezelfde intraveneuze injectie op dag 6, 9 en 10 deed de totale 
necrose minder snel ontstaan dan op dag 7 en 8 na transplantatie. 
De resultaten waren bijzonder uniform in de verschillende modellen: 
vrouwelijke of mannelijke ontvangers zonder immunosuppressie en 
ontvangers waarin verlenging van de huidtransplantaten was ver­
kregen door antilymfocytenserum, bestraling of enhancement. 
De injectie van alloantiserum en complement op dag 1, 2 en 3 
na transplantatie gaf niet alleen geen hyperacute afstoting, maar 
leidde tot verdere verlenging van de transplantaatoverleving. Dit 
wordt vrijwel zeker veroorzaakt door enhancement, zoals dat eerder 
in dit model beschreven is (Jeekel et al 1972, McKenzie et al 1971). 
Het B6AFl-anti-B10.D2-serum demonstreert ook hier dat het twee 
biologisch tegengestelde effecten kan bewerkstelligen. Injectie 
ervan samen met konijnecomplement ббг dag 4 na transplantatie 
geeft enhancement, injectie samen met konijnecomplement op een van 
de dagen 5 tot 10 na transplantatie geeft hyperacute afstoting. 
Na injectie op dag 4 toonden de transplantaten beide effecten van 
het alloantiserum en konijnecomplement: er ontstond lokale necrose, 
maar het resterend transplantaatweefsel toonde een overlevingstijd, 
die significant langer was dan die van de controle transplantaten. 
78 
In hoofdstuk 4 werd beschreven dat enhancement, opgewekt door 
de toediening van specifiek alloantiserum, doorbroken kon worden 
door één enkele injectie van konijnecomplement op dag 10 na trans-
plantatie. De hyperacute afstoting leek het gevolg van de gecom-
bineerde werking van het toegediende RC en de nog circulerende 
antilichamen. De experimenten, beschreven in tabel 8.IV,tonen aan 
dat het doorbreken van enhancement door konijnecomplement een 
volledig vergelijkbaar patroon toont met dat van hyperacute af-
stoting door complement en alloantiserum in de andere modellen. 
Opnieuw vallen de biologisch tegengestelde effecten van het B6AF1-
anti-B10.D2-serum op, afhankelijk van het stadium waarin comple-
ment wordt toegevoegd. Toediening van konijnecomplement op een van 
de dagen 5 tot 10 na transplantatie doorbreekt het effect van de 
enhancing antilichamen door het opwekken van hyperacute afstoting, 
waarschijnlijk door interactie met de cytotoxische antilichamen, 
die eveneens in het B6AFl-anti-B10,D2-serum aanwezig zijn. Zoals 
in de andere modellen gaf injectie van RC op dag 4 slechts lokale 
necrose. Uit deze experimenten konden verder nog conclusies ge-
trokken worden over de invloed van konijnecomplement als het vóór 
dag 4 na transplantatie werd toegediend. In de modellen met niet-
specifieke immunosuppressie werd de verdere verlenging van de 
transplantaatoverleving, die ontstond wanneer de injectie van allo-
antiserum en complement vóór dag 4 gegeven werd, toegekend aan de 
enhancing antilichamen in het serum. Men zou kunnen tegenwerpen 
dat een niet-specifiek immunosuppressief effect van het konijne-
serum op de ontvanger de oorzaak van deze verdere verlenging zou 
kunnen zijn. De resultaten met de enhanced huidtransplantaten 
(tabel 8.IV) tonen aan dat de mediane overlevingsduur van de trans-
plantaten van ontvangers, die op dag 2 of 3 alleen konijnecomple-
ment kregen toegediend, niet significant verschilden van de mediane 
overlevingstijd van de enhanced huidtransplantaten in de controle-
groep. Dit is een argument tegen een additief immunosuppressieve 
werking van het verse konijneserum. 
Er werd aangenomen dat er een correlatie bestond tussen de 
ingroei van vaten in het transplantaat en de gevoeligheid voor 
antilichamen en complement. Deze veronderstelling vond steun in 
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gegevens uit de literatuur. Davis en Traut (1925) vonden bij auto-
transplantaten van huid bij de hond met behulp van een methode van 
intravasculaire kleurstofinjectie dat er op de 4e en 5e dag na 
transplantatie een goede bloedvoorziening bestond. Medawar (1944) 
beschreef de ingroei van huidauto- en -allotransplantaten bij het 
konijn. De primaire genezing en de invasie van bloed- en lymfevaten 
werd voltooid op dag 4 na transplantatie, terwijl tussen dag 4 en 
8 een rijk vasculair netwerk gevormd werd ("wound vessels"). Na dag 
8 nam de vascularisatie in intensiteit af. Henry et al (1962) be-
schreven de histologie van ingroeiende menselijke huidtransplanta-
ten. Zij vonden dat bij allotransplantaten de revascularisatie 
begon op dag 3 en 4 en volledig was op dag 6 na transplantatie. 
Met behulp van direkte microscopie van ingroeiende menselijke huid-
transplantaten in vivo zagen Converse en Rapaport (1956) een lang-
zame bloedstroom op dag 3 en 4 en een sterke bloedstroom door het 
hele transplantaat op dag 5 en 6. Taylor en Lehrfeld (1953) bestu-
deerden de ingroei van huidtransplantaten bij de rat, ook met be-
hulp van microscopie in vivo. Op dag 4 was er een toenemende bloed-
stroom in de vaatjes en na 5 dagen was er circulatie in het hele 
transplantaat. De vascularisatie van huidtransplantaten bij de 
muis is door verschillende auteurs beschreven, waarbij de gebruikte 
technieken varieerden van histologisch onderzoek, intravasculaire 
injectie van kleurstoffen in vivo en in vitro tot direkte obser-
vatie onder het microscoop. Men vond een uitgebreide invasie van 
bloedvaten met goede doorstroming op dag 4 of 5 na transplantatie 
(Edgerton en Edgerton 1955, Conway et al 1957, Rolle et al 1959, 
Zarem et al 1967, Zarem 1969). Al deze literatuurgegevens wijzen 
erop dat een periode van 4 tot 5 dagen noodzakelijk is voor de 
ontwikkeling van een funktionerend vasculair netwerk van het huid-
transplantaat. Na eenzelfde periode werden in de boven beschreven 
modellen de huidtransplantaten gevoelig voor de destructieve 
werking van alloantilichamen en complement. De maximale gevoelig-
heid van de transplantaten voor alloantiserum en konijnecomplement 
lag op dag 7 en 8 na transplantatie. Op dag 9 en 10 was er weer 
een lichte afname van de gevoeligheid, zoals blijkt uit het feit 
dat het over het algemeen 1 dag langer duurde voordat totale ne-
crose was bereikt. In hoofdstuk 9 zal deze vermindering in 
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gevoeligheid nader besproken worden. 
Jooste et al (1973) beschreven de acute destructie door humo-
rale antilichamen van rattehuid, getransplanteerd op muizen waarbij 
de immuunreaktie onderdrukt was door verwijdering van de thymus 
en door behandeling met konijne-anti-muize-lymfocytenserum. Zij 
konden zowel met hetero- als met alloantisera destructie bewerk-
stelligen. In een latere studie onderzochten Jooste en Winn (1975) 
ook de gevoeligheid van transplantaten van rattehuid voor rat-
alloantisera. De invloed van de leeftijd van het transplantaat op 
de gevoeligheid voor antilichamen werd bestudeerd. Als muize-anti-
rat-serum geïnjiceerd werd op een van de eerste 7 dagen na trans-
plantatie werd geen enkel teken van afstoting gezien. De maximale 
gevoeligheid bleek te liggen tussen dag 14 en 16 na transplantatie, 
daarna werd de gevoeligheid minder totdat een volledige ongevoelig-
heid voor de antilichamen ontstond. De gegevens van xeno- en allo-
transplantatiemodellen waren analoog. Zoals ook in onze modellen 
bestond er na transplantatie aanvankelijk еет periode van onge­
voeligheid, daarna een beginnende gevoeligheid, gevolgd door een 
periode van maximale gevoeligheid. De reden waarom in de experi­
menten van bovengenoemde groep onderzoekers deze perioden zoveel 
later vallen dan de overeenkomstige perioden in onze experimenten, 
is niet duidelijk. Het is mogelijk dat een verklaring gezocht 
moet worden in verschillen in species of transplantatietechniek, 
of in het toevoegen van een effectief complementsysteem bij onze 
experimenten waardoor een heftiger reaktie optreedt. Een andere 
mogelijkheid is dat de vascularisatie van xenotransplantaten lang­
zamer tot stand zou komen dan die van allotransplantaten. Litera­
tuurstudies over de ingroei van xenotransplantaten bij ontvangers 
met immunosuppressie vonden wij niet, zodat deze hypothese niet 
getoetst kan worden aan gegevens uit histologisch onderzoek. 
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Hoofdstuk 9 
AFSTOTING DOOR HUMORALE ANTILICHAMEN EN COMPLEMENT VAN GOED 
INGEGROEIDE HUIDTRANSPLANTATEN BIJ DE MUIS: HET VERSCHIJNSEL 
ADAPTATIE 
INLEIDING 
Uit de resultaten van de injectie van alloantiserum en com-
plement bij ingroeiende huidallotransplantaten bleek dat op ver-
schillende dagen na transplantatie hyperacute afstoting kon worden 
opgewekt, maar dat de snelheid waarmee de reaktie verliep varieerde 
(hoofdstuk 8). Het afstotingspatroon verliep het snelst op dag 7 
en 8 na transplantatie, terwijl het bij injecties op dag 9 en 10 
gemiddeld een dag langer duurde voordat totale necrose van het 
transplantaat bereikt werd. Deze verandering in gevoeligheid zou 
een gevolg kunnen zijn van "adaptatie" van het transplantaat. Met 
deze term beschrijft men het verschijnsel dat een transplantaat 
minder gevoelig wordt voor de immunologische aanvallen van de ont-
vanger, naarmate de transplantatie langer geleden is (Woodruff 
1954). De begrippen adaptatie, tolerantie en enhancement moeten 
duidelijk onderscheiden worden, hetgeen in de literatuur niet 
steeds gebeurt. Adaptatie geeft door een verandering in het trans-
plantaat aanleiding tot een verlengde transplantaatoverleving, 
terwijl tolerantie en enhancement dit doen door een beïnvloeding 
van het immuunmechanisme van de ontvanger. Het verschijnsel adap-
tatie is waarschijnlijk ook in de kliniek van belang, omdat van 
nierallotransplantaten bij de mens bekend is dat de kans op lang-
durig funktioneren sterk vergroot wordt indien afstotingsreakties 
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gedurende de eerste 4 tot 8 weken na transplantatie voorkómen of 
goed bedwongen kunnen worden. Dat na deze initiële periode veel 
minder frequent heftige afstotingsreakties voorkomen zou mede door 
adaptatie verklaard kunnen worden. 
In het dierexperiment werd adaptatie onder meer beschreven 
voor allogene schildklierweefsel-transplantaten bij de cavia 
(Woodruff en Woodruff 1950), voor huidallotransplantaten bij de 
kip (Weber et al 1954, Cannon 1957) en voor nierallotransplantaten 
bij de hond (Murray et al 1964). Ook bij onderzoek met ingeteelde 
muizestammen bleek adaptatie van huidallotransplantaten voor te 
komen. Nirmul et al (1972) beschreven dit bij A-muizen, waarbij 
door injectie van een konijne-anti-muis-lymfocytenserum een CBA 
transplantaatoverleving met een mediane overlevingstijd van 30.3 
+5.1 dagen verkregen werd. Indien op dag 14 een tweede CBA huid-
transplantaat werd aangebracht, werd dit jongere transplantaat na 
11.1 +5.3 dagen (5.2 dagen vroeger dan het oudere transplantaat) 
afgestoten. Geheel analoge resultaten werden verkregen als A 
staarthuid op CBA ontvangers werd getransplanteerd. In het eerste 
(langdurig aanwezige) transplantaat moet een verandering zijn ont-
staan die het minder gevoelig maakt voor afstoting. McKenzie et 
al (1972) beschreven hetzelfde fenomeen in B6AF1 muizen waarin 
door middel van totale lichaamsbestraling (400 R) en toediening 
van enhancing serum een B10.D2 huidtransplantaatoverleving met een 
MST van 27.7 dagen verkregen werd. Werd op dag 13 een tweede 
B10.D2 transplantaat aangebracht, dan overleefden deze tweede 
transplantaten met een MST van slechts 10.8 dagen (3.9 dagen korter 
dan het eerste transplantaat). Ook deze experimenten suggereerden 
dat er een verandering in het langdurig aanwezige transplantaat 
optrad, die bijdroeg tot extra verlenging van de transplantaat-
overleving (adaptatie). De experimenten van McKenzie et al maken 
het onwaarschijnlijk dat adaptatie veroorzaakt wordt door enhancing 
antilichamen, zoals sommige auteurs menen (Warden et al 1973). 
Tot nu toe is het fenomeen adaptatie niet beschreven in mo-
dellen, waarin de afstoting uitsluitend via de humorale immuun-
reaktie tot stand wordt gebracht. In de genoemde onderzoekingen 
zullen cellulaire mechanismen steeds een voorname rol hebben 
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gespeeld. Door antiserum en zonodig complement t e in j iceren in 
muizen die langdurig een hu id t ransp lan taa t droegen, leek het moge-
l i j k na te gaan of het ve rsch i jnse l adapta t ie ook b i j humoraal ge-
medieerde afs to t ingsprocessen optrad. Dit werd b i j ons zowel in 
een allogeen a l s in een xenogeen t ransplantat iemodel onderzocht. 
Bovendien werden a l s ontvanger zowel B6AF1 muizen als congenitaal 
thymusloze muizen gebruikt . 
Tabel 9 . 1 . Effecten van een enkele intraveneuze i n j e c t i e van al loant iserum en 
complement b i j vrouwelijke B6AF1 ontvangers van een B10.D2 t r a n s -
p l a n t a a t , waarbij ver lenging van de t r ansp lan taa tover lev ing ve r -
a b 








































400 R 24 uur voor t r a n s p l a n t a t i e 
0.10 ml B6AFl-anti-BlO.D2-serum op dag 0, 2 en 4 na t r a n s p l a n t a t i e 
0.50 ml B6AFl-anti-B10.D2-serum en 0.25 ml konijnecomplement intraveneus 
t i j d s i n t e r v a l tussen intraveneuze i n j e c t i e en t o t a l e necrose van de 
t r a n s p l a n t a t e n 
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RESULTATEN 
Afstoting van B10.D2 transplantaten bij B6AF1 ontvangers 
Tabel 9.1 toont de resultaten van de intraveneuze injectie 
van 0.50 ml B6AFl-anti-B10.D2-serum en 0.25 ml konijnecomplement 
op verschillende dagen na transplantatie van B10.D2 staarthuid 
bij vrouwelijke B6AF1 muizen, die 24 uur voor transplantatie een 
totale lichaamsbestraling (400 R) ondergingen en op dag 0, 2 en 4 
0.10 ml B6AFl-anti-B10.D2-serum intraperitoneaal kregen toege-
diend. Bij de controlegroep, die overigens geen behandeling onder-
ging, leidde deze behandeling tot een mediane overlevingstijd van 
de transplantaten van 25.3 + 1.1 dagen. Indien het antiserum en 
het konijnecomplement op dag 6 werden toegediend, ontstond in 2 
dagen totale necrose. Ook na injectie op dag 8, 10, 12, 14 of 16 
werd steeds totale necrose van alle transplantaten bereikt. De 
tijdsduur waarin de volledige necrose ontstond nam echter geleide-
lijk toe van 1-2 dagen tot 3-5 dagen, hetgeen meer dan een ver-
dubbeling betekent. De transplantaten leken dus minder gevoelig 
te worden. Indien na dag 15 intraveneus alloantiserum en comple-
ment werden gegeven ontstond ook meestal afstoting in vertraagd 
tempo, maar aangezien in sommige controle transplantaten dan reeds 
afstotingsverschijnselen aanwezig waren werden deze gegevens niet 
opgenomen. Immers, er was dan geen geheel zeker onderscheid meer 
te maken tussen de spontane afstoting en de afstoting als gevolg 
van de injectie. 
Tabel 9.II toont de effecten bij mannelijke B6AF1 ontvangers, 
die eenzelfde behandeling ondergingen. Alleen werd om een optimale 
afstoting mogelijk te maken in plaats van 0.25 ml in dit model 
0.50 ml konijnecomplement toegediend. De resultaten zijn analoog 
aan die bij de vrouwelijke ontvangers. Het valt op dat de tijd 
waarin volledige necrose ontstond ondanks de dubbele dosis comple-
ment weer langer was dan bij de vrouwelijke ontvangers. 
In figuur 9.IA zijn de resultaten weergegeven van toediening 
van alloantiserum en complement aan mannelijke B6AF1 ontvangers, 
die twee in ouderdom verschillende B10.D2 transplantaten droegen. 
Om voldoende verlenging van de transplantaatoverleving te verkrijgen 
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Tabel 9 . I I . Effecten van een enkele intraveneuze i n f e c t i e van al loantiserum en 
complement b i j mannelijke B6AF1 ontvangers van een B10.D2 t r a n s -
p l a n t a a t , waarbij ver lenging van de t ransp lantaa tover lev ing ver-
a b 
kregen werd door b e s t r a l i n g en toediening van enhancing antiserum . 
Dag van 




































400 R 24 uur voor t r a n s p l a n t a t i e 
0.10 ml B6AFl-anti-B10.D2-serum op dag 0, 2 en 4 na t r a n s p l a n t a t i e 
0.50 ml B6AFl-anti-BlO.D2-serum en 0.50 ml konijnecomplement intraveneus 
t i j d s i n t e r v a l tussen intraveneuze i n j e c t i e en t o t a l e necrose van het 
t r a n s p l a n t a a t 
werden de ontvangers 24 uur voor t r a n s p l a n t a t i e bestraald (400 R) 
en kregen z i j op dag 0, 2 en 4 0.25 ml B6AFl-anti-B10.D2-serum 
i n t r a p e r i t o n e a a l toegediend. Op dag 8 na de e e r s t e t r a n s p l a n t a t i e 
werd een tweede t r a n s p l a n t a a t aangebracht. In de controlegroep, 
die geen verdere behandeling kreeg, overleefden de eer s te t r a n s ­
p lanta ten met een MST van 27.9 + 1.1 dagen (n = 14). De tweede 
t r a n s p l a n t a t e n toonden een MST van 18.0 + 1.1 dagen vanaf de dag 
van t r a n s p l a n t a t i e , of van 26.0 + 1.1 dagen vanaf het begin van 
het experiment. Bij deze experimenten werden de oudere t ransplan­
t a t e n dus l a t e r afgestoten dan de jongere. Dit i s in overeenstemming 
met de r e s u l t a t e n van McKenzie e t a l (1972) . Indien op dag 16 na 
de e e r s t e t r a n s p l a n t a t i e een intraveneuze i n j e c t i e van 0.50 ml 
B6AFl-anti-B10.D2-serum werd gegeven, dan ontstond binnen 1-3 dagen 
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Percentage overlevende transplantaten 
100 
100 
20 24 28 32 36 4 0 
Dagen na t r a n s p l a n t a t i e 
Figuur 9.IA en ІВ. Effecten van één intraveneuze i n j e c t i e van a l loant iserum 
en konijnecomplement op twee B10.D2 t r a n s p l a n t a t e n van ve r sch i l l ende ouderdom 
b i j dezelfde B6AF1 ontvangers. Verlenging der t r ansp lan taa tover l ev ing werd 
verkregen door b e s t r a l i n g en toediening van enhancing antiserum. De con t ro l e -
groepen kregen geen i . v . i n j e c t i e . 
afs to t ing van de dan 8 dagen oude tweede t ransp lan ta ten en in 3-5 
dagen van de ee r s t e t ransp lan ta ten (zie figuur 9 .2 ) . 
Figuur 9.1B toont dezelfde experimenten met vrouwelijke ont-
vangers. In de controlegroep was er een MST van 25.2 + 1.1 dagen 
voor de oudere ee r s t e t r ansp lan ta t en . De jongere tweede transplan-
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Figuur 9.2. Effect van a l loant iserum en konijnecomplement op twee in ouderdom 
versch i l l ende B10.D2 t r ansp lan t a t en b i j dezelfde B6AF1 ontvanger. Bij elk 
proefdier werd 8 dagen na he t e e r s t e een tweede t r a n s p l a n t a a t aangebracht. De 
ontvanger van t r a n s p l a n t a a t 1 en 2 kreeg op dag 16 na de ee r s t e t r a n s p l a n t a t i e 
één intraveneuze i n j e c t i e van a l loant iserum en konijnecomplement, t e r w i j l de 
muis met t r a n s p l a n t a a t lc en 2c geen i n j e c t i e ontving ( con t ro l e ) . Op dag 17 
(foto) i s he t dan 8 dagen oude t r a n s p l a n t a a t 2 nec ro t i s ch , t e r w i j l in t r a n s -
p l a n t a a t 1 geen a f s to t i ngsve r sch i jn se l en z ichtbaar z i j n . Ook de controle t r a n s -
p l an ta t en (lc en 2c) tonen geen enkel teken van a f s t o t i n g . 
ta ten toonden een MST van 15.2 + 1.1 dagen vanaf de dag van t r a n s -
p l a n t a t i e of van 23.2 + 1.1 dagen vanaf het begin van het experiment. 
Werd op dag 16 na de ee r s t e t r a n s p l a n t a t i e een intraveneuze i n j e c t i e 
van 0.50 ml B6AFl-anti-B10,D2-serum samen met 0.25 ml konijnecom-
plement gegeven, dan werden de tweede t ransp lan ta ten in 1-3 dagen 
afgestoten en de ee r s t e in 3-4 dagen. Vergel i jk t men de a f s t o t i n g s -
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Tabel 9. I I I . Effecten van een enkele intraveneuze i n j e c t i e van a l loant i serum 
en complement b i j vrouwelijke B6AF1 ontvangers van een B10.D2 
t r a n s p l a n t a a t , waarbij de t r a n s p l a n t a a t o v e r l e v i n g verlengd werd 
door thymectomie en toediening van antilymfocytenserum . 
Dag van 





























0.25 ml geit-anti-muis-lymfocytenserum i n t r a p e r i t o n e a a l op dag - 6 , - 3 , 
0, +3 en +6 na t r a n s p l a n t a t i e 
0.50 ml B6AFl-anti-B10.D2-serum en 0.25 ml konijnecomplement intraveneus 
t i j d s i n t e r v a l tussen intraveneuze i n j e c t i e en t o t a l e necrose van h e t 
t r a n s p l a n t a a t 
reakt ies van mannelijke en vrouwelijke ontvangers, dan b l i j k t op­
nieuw dat vrouwelijke ontvangers in a l l e gevallen de t r a n s p l a n t a ­
ten sne l ler a f s to ten dan mannelijke d ieren. 
Om ook nog l a t e r dan dag 16 na de e e r s t e t r a n s p l a n t a t i e de 
invloed van a d a p t a t i e t e kunnen bestuderen, moesten wij beschikken 
over een model met een langere t ransp lantaa tover lev ing . Hiervoor 
werd gebruik gemaakt van immunosuppressie door middel van thymec­
tomie en behandeling met geit-anti-muis-lymfocytenserum (GAMLS). 
De thymectomie werd uitgevoerd b i j 4 weken oude vrouwelijke B6AF1 
muizen en vond 6 maanden voor de t r a n s p l a n t a t i e p l a a t s . In deze 
experimenten waren de ontvangers dus b i j u i tzondering ouder dan 
12 weken. Op dag -6 , - 3 , 0, 3 en 6 na t r a n s p l a n t a t i e werd 0.25 ml 
GAMLS i n t r a p e r i t o n e a a l toegediend, waardoor een MST van B10.D2 
huidtransplantaten werd verkregen van 33.5 + 1.3 dagen (tabel 9 . I I I ) 
Werd nu op dag 10, 14, 18 of 21 na t r a n s p l a n t a t i e 0.50 ml B6AF1-
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anti-B10.D2-serum samen met 0.25 ml konijnecomplement intraveneus 
ingespoten, dan ontstond totale necrose van alle transplantaten. 
De termijn waarin deze totale necrose werd bereikt, nam geleide-
lijk toe van 1-2 dagen bij behandeling op dag 10 tot 5-6 dagen bij 
injectie op dag 21. 
Wanneer in datzelfde model op dag 14 een tweede transplantaat 
werd aangebracht en op dag 21 de intraveneuze injectie werd gege-
ven, bleek ook hier dat de pas 7 dagen aanwezige transplantaten 
in 1-2 dagen necrotisch werden, terwijl oudere transplantaten pas 
na 4-5 dagen necrotisch waren (n = 3). 
Afstoting van B10.D2 transplantaten bij congenitaal thymusloze 
ontvangers 
De congenitaal thymusloze muis leek het meest geschikte model 
om adaptatie van transplantaten te bestuderen, onafhankelijk van 
de modificerende invloeden die de ïmmunosuppressieve therapie mo-
gelijk introduceerde. Immers, bij deze stam blijven huidallo- en 
-xenotransplantaten viabel zonder enige vorm van behandeling. 
Voorts werd reeds aangetoond dat ook in dit model hyperacute af-
stoting kon worden opgewekt (hoofdstuk 6), zij het dat de reaktie 
minder heftig verliep dan bij de ontvangers met een normale thymus 
en niet steeds tot totale necrose van het transplantaat leidde. 
De levensduur van de nu/nu muis is onder gewone omstandigheden 
ongeveer 100 dagen. Aangezien de transplantaties bij deze dieren 
4-6 weken na de geboorte werden verricht, kon als uiterste tijd-
stip van injectie dag 50 na transplantatie worden gekozen. Alle 
injecties werden slechts aan klinisch gezonde dieren gegeven en 
de resultaten werden pas in de tabellen opgenomen als de proef-
dieren tenminste 12 dagen na injectie nog in leven waren. 
Tabel 9.IV en figuur 9.3 tonen de resultaten van intraveneuze 
injectie van 0.50 ml B6AFl-anti-B10.D2-serum en 0.25 ml konijne-
complement in congenitaal thymusloze muizen met een B10.D2 huid-
transplantaat. Indien de injectie op dag 1, 2 of 3 na transplan-
tatie werd gegeven, ontstond geen necrose. Na injectie op dag 4 
was er in alle transplantaten lokale necrose zichtbaar, die na een 
aantal dagen herstelde. Na injectie op dag 5, 6, 7 of 8 toonden 
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Tabel 9.IV. Effecten van een enkele intraveneuze injectie van alloantiserum en 
complement op B10.D2 transplantaten bij vrouwelijke congenitaal 
thymusloze ontvangers. 
Dag van 
























































































































0.50 ml B6AFl-anti-B10.D2-serum en 0.25 ml konijnecomplement intraveneus 
b 
percentage van het totaal aantal transplantaten in de groep 
с 
ti jdsinterval tussen intraveneuze injectie en totale of meest ernstige 
partiële necrose van het transplantaat 
a l l e t r a n s p l a n t a t e n d u i d e l i j k t ekenen van n e c r o s e . Sommige t r a n s -
p l a n t a t e n werden v o l l e d i g g e d e s t r u e e r d , andere toonden s l e c h t s 
p a r t i ë l e b e s c h a d i g i n g . Evena l s i n de e e r d e r beschreven model len 
(hoofdstuk 8) b l e e k ook h i e r de meest g e v o e l i g e f a s e t e l i g g e n op 
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Transplantaten met necrose (%) 
D geen ü partieel • totaal 
2 4 б 8 10 12 14 16 18 21 28 35 42 50 
Dag van ι ν injectie 
Figuur 9.3. Effecten van één injectie van alloantiserum en konijnecomplement 
op B10.D2 transplantaten van toenemende ouderdom bij congenitaal thymusloze 
ontvangers. 
dag 7 en 8 na transplantatie. Na dag 8 nam de gevoeligheid gelei-
delijk af. Het percentage transplantaten dat geheel necrotisch 
werd verminderde, terwijl het percentage transplantaten in dezelfde 
groep dat geen tekenen van necrose toonde, geleidelijk toenam. 
Bovendien verschoof het tijdsinterval tussen injectie en het op-
treden van totale necrose van 2-4 dagen op dag 7 en 8 na de trans-
plantatie naar 4-7 dagen bij injectie op dag 16 of later (tabel 
9.IV). De bevindingen in deze serie experimenten laten opnieuw 
zien dat bij toediening van een gelijk blijvende hoeveelheid anti-
serum en complement de gevoeligheid van de huidtransplantaten af-
neemt naarmate ze langer op de ontvanger aanwezig zijn. Opvallend 
was dat er geen stadium werd bereikt waarin alle transplantaten 
ongevoelig werden. Ook na injectie op dag 50 toonden nog 3 van de 
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Tabel 9.V. Effecten van een enkele Intraveneuze infectie van alloantiserum 
en complement bij 16 congenitaal thymusloze ontvangers, die elk 
twee in ouderdom verschillende B10.D2 transplantaten droegen. 
B10.D2 Ouderdom bij 
transplantaat injectie 
(dagen) 
Beschadiging van het transplantaat Duur 
geen partieel totaal 
% % % (dagen) 
1 28 50 19 31 4-5 
94 2-4 
0.50 ml B6AFl-anti-B10.D2-serum 
0.25 ml konijnecomplement 
tweede t r a n s p l a n t a t i e 21 dagen na e e r s t e 
percentage van he t t o t a a l aan ta l t r a n s p l a n t a t e n in de groep 
t i j d s i n t e r v a l tussen intraveneuze i n j e c t i e en t o t a l e of meest 
e rns t ige p a r t i ë l e necrose van he t t r a n s p l a n t a a t 
10 t ransplanta ten tekenen van necrose. 
Vervolgens werd b i j 16 congenitaal thymusloze ontvangers van 
B10.D2 t ransplanta ten op dag 21 na t r a n s p l a n t a t i e een tweede 
B10.D2 huidje aangebracht. In een controlegroep bleven beide t rans-
planta ten in goede s t a a t t o t de dood van de ontvangers. Werd nu op 
dag 28 na de ee rs te t r a n s p l a n t a t i e 0.50 ml B6AFl-anti-B10.D2-seruir 
en 0.25 ml konijnecomplement intraveneus toegediend, dan toonden 
van de eers te t ransp lan ta ten 8 geen necrose, 3 p a r t i ë l e necrose 
en 5 t o t a l e necrose, t e rwi j l de dan 7 dagen aanwezige tweede t rans-
plantaten a l l e necrot ische afwijkingen hadden (15 t o t a a l , 1 p a r t i -
ee l ; tabel 9.V). De t i jdsduur waarin de t o t a l e necrose werd be-
r e i k t was voor de oudere t ransp lan ta ten 4-5 dagen, voor de jongere 
2-4 dagen. Uit deze experimenten en die geschets t in figuur 9.IA 
en В b l i j k t dat de vermindering in gevoeligheid van het t ransplan­
t a a t , die o n t s t a a t naarmate het langer geleden getransplanteerd 
i s , n i e t afhankelijk i s van een veranderde immuunreaktie in de 
ontvanger maar van veranderingen in het t r a n s p l a n t a a t zelf, omdat 
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immers tweede t r ansp lan ta ten wel met normale snelheid worden af-
gestoten. 
De veranderingen die leiden to t het optreden van adapta t ie 
zouden kunnen berusten op een vermindering van de concentra t ie van 
antigenen in het t r a n s p l a n t a a t . Om deze hypothese te tes ten werden 
B10.D2 t ransp lan ta ten op dag 28 na t r a n s p l a n t a t i e van een ee r s t e 
congenitaal thymusloze ontvanger verwijderd. Na door schrapen met 
een scherp mes zorgvuldig van subcutaan weefsel t e z i jn ontdaan, 
werden de huidjes overgebracht op een nieuwe thymusloze ontvanger 
( tabel 9.VI). Bij 20 controledieren bleek dat deze t ransplanta ten 
wel ingroeiden, maar da t het in 70% der gevallen gepaard ging met 
l i c h t e t o t matige tekenen van p a r t i ë l e necrose (groep 1) . Bij in -
groei van ee r s t e t r ansp lan ta ten werden s l ech t s sporadisch l i c h t e 
tekenen van necrose gezien. Werd nu op dag 7 of 8 0.50 ml B6AF1-
anti-B10.D2-serum samen met 0.25 ml konijnecomplement intraveneus 
Tabe l 9 . V I . G e v o e l i g h e i d v o o r a l i o a n t i s e r u m en complement van B10.D2 t r a n s p l a n -
t a t e n , d i e 2Θ d a g e n na d e e e r s t e t r a n s p l a n t a t i e o v e r g e p l a n t werden 
op e e n tweede c o n g e n i t a a l t h y m u s l o z e o n t v a n g e r . 
Groep V e r b l i j f s d u u r I n j e c t i e A a n t a l B e s c h a d i g i n g van h e t Duur 
b 
t u s s e n o n t v a n g e r o n t v a n g e r s t r a n s p l a n t a a t 
geen p a r t i e e l t o t a a l 
(dagen) % % % (dagen) 
1 28 - 20 30 70 0 7-12 
2 0 + 1 8 0 17 83 2-4 
3 28 + 1 6 0 19 81 1-4 
0 .50 ml B 6 A F l - a n t i - B l 0 . D 2 - s e r u m en 0 . 2 5 ml k o n i j n e c o m p l e m e n t i n t r a v e n e u s 
op dag 7 of 8 na r e t r a n s p l a n t a t i e 
p e r c e n t a g e van h e t t o t a a l a a n t a l t r a n s p l a n t a t e n i n de g r o e p 
t i j d s i n t e r v a l t u s s e n i n t r a v e n e u z e i n j e c t i e en t o t a l e of m e e s t e r n s t i g e 
p a r t i ë l e n e c r o s e van h e t t r a n s p l a n t a a t 
94 
toegediend, dan bleek er geen verschil in gevoeligheid te bestaan 
tussen verse B10.D2 transplantaten en die welke reeds 28 dagen op 
een tussenontvanger verbleven (groep 2 en 3). Voor groep 3 werden 
dieren geselecteerd die goed ingegroeide transplantaten hadden 
zonder of met slechts zeer geringe tekenen van necrose, zodat de 
later optredende necrose geheel aan afstoting geweten kon worden. 
Uit deze gegevens kan men concluderen dat de verminderde gevoelig-
heid niet berustte op een afname van antigenen in het transplan-
taat. 
Afstoting van PVG/c transplantaten bij congenitaal thymusloze ont-
vangers 
Adaptatie in een xenogeen transplantatiemodel werd bestudeerd 
door rattehuid te transplanteren bij nu/nu ontvangers. Zoals eer-
der aangetoond (hoofdstuk 6) is voor het opwekken van hyperacute 
afstoting in dit model de injectie van antiserum alleen, zonder 
exogeen complement, voldoende. Tabel 9.VII toont de resultaten 
die werden verkregen na intraperitoneale injectie van 1.0 ml B6AF1-
anti-PVG/c-serum bij congenitaal thymusloze ontvangers van een 
PVG/c staarthuidtransplantaat. In een controlegroep droegen vrij-
wel alle ontvangers het PVG/c transplantaat in een goede staat tot 
hun dood. Indien op de dag van transplantatie het heteroantiserum 
werd geïnjiceerd, ontstond in 78% van de transplantaten totale 
necrose, in 22% partiële necrose die in de loop van een aantal 
dagen herstelde. Er werd hier dus niet, zoals bij de allotransplan-
taten, een initiële periode van ongevoeligheid gevonden. Wanneer 
de injectie op dag 3 na transplantatie werd toegediend ontstond 
in 100% der gevallen totale necrose. Indien de injectie op dag 7 
etc. tot 50 werd toegediend, ontstond steeds necrose van het trans-
plantaat. Het reaktiepatroon verliep analoog aan dat bij het allo-
gene model, maar het was wel veel heftiger. In alle gevallen was 
de necrose volledig. Ook hier bleek dat de necrose het snelst be-
reikt werd op dag 7 na transplantatie (1-3 dagen). Later na trans-
plantatie duurde dit steeds enkele dagen langer. Soms duurde het 
10 à 11 dagen voordat het transplantaat uiteindelijk geheel necro-
tisch was, hoewel dan steeds al vanaf 3 à 4 dagen na injectie 
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Tabel 9.VII. Effecten van een enkele intraperitoneale infectie van hetero-
antiserum op transplantaten van PVG/c rattehuid bij vrouwelijke 
congenitaal thymusloze ontvangers. 
Dag van injectie Aantal Aantal transplantaten met Duur 





































1.0 ml B6AFl-anti-PVG/c-serum intraperitoneaal 
tijdsinterval tussen injectie en totale necrose van het transplantaat 
с 
de overige 2 transplantaten toonden partiële necrose 
partiële beschadiging aanwezig was. Daarentegen bleek dat op dag 
50 na transplantatie bij één muis reeds na 1 dag en bij een andere 
muis reeds na 2 dagen totale necrose aanwezig was, terwijl alle 
overige transplantaten in die groep in 3-11 dagen werden afgestoten. 
BESCHOUWINGEN 
Uit de hierboven beschreven experimenten blijkt dat adaptatie 
van huidtransplantaten bij de muis optreedt bij een louter humoraal 
gemedieerde afstotingsreaktie. Of de voor het aantonen van het 
fenomeen adaptatie noodzakelijk sterke verlenging van de trans-
plantaatoverleving nu verkregen wordt door de synergistische werk-
ing van bestraling en enhancing antilichamen (tabel 9.1 en 9.II, 
figuur 9.IA en B), door thymectomie in combinatie met antilymfo-
cytenserum (tabel 9. III) of door het gebruik van een congenitaal 
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thymusloze ontvanger (tabel 9.IV, figuur 9.3 en tabel 9.V), in 
alle gebruikte modellen kwam een analoog patroon tevoorschijn. 
Werden antiserum en complement omstreeks dag 7 ge'injiceerd in de 
ontvanger, dan waren de destructieve veranderingen snel aanwezig 
en ernstig van aard. Naarmate de transplantatie langer geleden was, 
duurde het langer voordat de destructieve veranderingen zichtbaar 
werden. Vaak waren ze dan ook minder ernstig van aard of soms 
zelfs grotendeels afwezig. 
Uit de resultaten bij ontvangers van twee in leeftijd ver-
schillende transplantaten bleek in alle onderzochte modellen, dat 
de gevonden verandering in gevoeligheid van de huidtransplantaten 
inderdaad tot stand komt door een verandering in het transplantaat 
en niet door een verandering in het immuunmechanisme van de ont-
vanger. Immers, in dezelfde ontvanger werd het 7 of 8 dagen oude 
tweede transplantaat sneller en in enkele experimenten ernstiger 
beschadigd dan het 16 of 28 dagen oude eerste transplantaat. 
De gegevens van de afstoting van PVG/c huidtransplantaten 
met behulp van muis-anti-rat-serum (tabel 9.VII) tonen aan dat 
het verschijnsel adaptatie ook optreedt bij huidxenotransplanta-
ten. Ook na intraperitoneale in plaats van intraveneuze toediening 
van heteroantiserum kwamen de destructieve capaciteiten van het 
antiserum volledig tot uiting. 
Vergelijkt men de resultaten van de afstotingsprocessen in 
het xenogene transplantatiemodel (tabel 9.VII) met die in het 
allogene model (tabel 9.IV) bij dezelfde congenitaal thymusloze 
ontvanger, dan blijkt dat het percentage totale transplantaat-
necrose groter is in het xenogene transplantatiemodel. Dit wordt 
waarschijnlijk veroorzaakt door het grotere antigene verschil, 
waardoor de concentratie van antigenen, waartegen de antilichamen 
gericht zijn, groter is. 
In de experimenten, beschreven in hoofdstuk 8, bleek dat tot 
dag 4 een periode van ongevoeligheid voor de werking van alloanti-
serum en complement bestond. Bij de afstoting van de xenotrans-
plantaten in de nu/nu ontvanger vonden we een ander beeld (tabel 
9.VII). Als ten tijde van de transplantatie (dag 0) antilichamen 
werden toegediend, ontstond er necrose bij 7 van de 9 transplan-
taten. Dit lijkt veroorzaakt te zijn door de antilichamen, die 
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nog circuleren na de toediening op dag 0. Het is waarschijnlijk 
dat ook hier een initiële ongevoeligheid bestaat, maar dat er op 
dag 4, als het transplantaat door de vascularisatie bereikbaar is 
geworden, nog antilichamen in voldoende hoge titer circuleren om 
beschadiging te kunnen induceren. In het allogene model zien we 
dit fenomeen niet optreden, omdat hier behalve het antiserum te-
vens exogeen complement nodig is om de reaktie in gang te zetten. 
Exogeen complement, op dag 0, 1, 2 of 3 gegeven, heeft op dag 4 
zijn werking reeds geheel verloren (hoofdstuk 7). Dat niet alle 
xenotransplantaten na injectie op dag 0 necrotisch worden, vindt 
waarschijnlijk zijn oorzaak in het feit dat de titer van op dag 0 
ingespoten antilichamen op dag 4 reeds sterk gedaald is. Hiervoor 
pleit de bevinding dat antiserum op dag 3 gespoten (een tijdstip 
dat er waarschijnlijk ook nog geen efficiënte vascularisatie ont-
wikkeld is), wel aanleiding geeft tot totale necrose van alle 
transplantaten. 
Na dag 28 lijkt de gevoeligheid van de allotransplantaten bij 
de congenitaal thymusloze ontvanger nog wel enigszins te ver-
minderen, terwijl dat bij de xenotransplantaten niet het geval is. 
Enkele xenotransplantaten lijken zelfs gevoeliger te worden voor 
de behandeling. Zo wordt op dag 50 één rattehuidje al na 1 en één 
na 2 dagen afgestoten. De grote spreiding bij het relatief geringe 
aantal proefdieren maakt het echter onmogelijk om uit deze gege-
vens met zekerheid te concluderen dat de gevoeligheid later weer 
toeneemt. Indien dit het geval zou zijn, moet dit fenomeen waar-
schijnlijk verklaard worden uit het feit dat in het xenogene model 
toch na langere tijd spontaan een geringe afstotingsreaktie op-
treedt, die de gevoeligheid van het transplantaat voor injectie 
van antiserum vergroot. Dit is niet onmogelijk, omdat wij eerder 
aantoonden dat de nu/nu muizen na transplantatie cytotoxische anti-
lichamen produceren (hoofdstuk 6). In het feit dat de titers van 
deze cytotoxische antilichamen na xenotransplantatie hoger zijn 
dan na allotransplantatie en waarschijnlijk langer blijven circu-
leren ligt mogelijk een verklaring voor de verschillen in de ge-
voeligheid na dag 28 tussen het allo- en xenogeen transplantatie-
model. Nadere analyse van de kinetiek van de antilichaamrespons 
na allo- en xenotransplantatie, histologisch onderzoek en het 
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bepalen van de gevoeligheid voor antilichamen in deze late 
periode bij grotere aantallen proefdieren zijn noodzakelijk om 
deze hypothese te testen. 
Vergelijking van de resultaten met de literatuurgegevens 
Onze gegevens zijn weliswaar in grote lijnen in overeen-
stemming met die van Jooste et al (1973) en Jooste en Winn (1975) , 
die zowel een xenogeen als een allogeen model gebruikten, maar er 
zijn wezenlijke verschillen in de tijdsrelaties. Zij transplan-
teerden ratte-oorhuid op B6AF1 ontvangers, die thymectomie onder-
gaan hadden en antilymfocytenserum kregen toegediend. Voor het 
allogene model werden als ontvangers ratten gebruikt, die be-
handeld waren met antilymfocytenserum. In beide modellen vonden 
ze een initiële periode van ongevoeligheid van 7 dagen, een opti-
male gevoeligheid tussen dag 14 en 16, en opnieuw een totale on-
gevoeligheid na 29 dagen in het xenogene en na 35-40 dagen in het 
allogene model. De gevoeligheid voor antiserum begint dus 4 dagen 
later dan in ons model. In het licht van onze resultaten is een 
verklaring voor dit verschil niet eenvoudig te vinden. Indien in-
derdaad het bestaan van een efficiënte circulatie in het trans-
plantaat bepalend is voor het effect, zoals in hoofdstuk 8 be-
schreven, dan moet aangenomen worden dat deze vascularisatie in 
het door Jooste gebruikte model vertraagd tot stand komt. Oorzaken 
hiervoor zouden kunnen zijn een reeds vroeg aanwezige afstotings-
reaktie of faktoren die verband houden met de gebruikte transplan-
tatietechniek. Ook het optreden van totale ongevoeligheid na dag 
29 in het xenogene en na dag 35 tot 40 in het allogene model, 
konden wij in de door ons gebruikte combinaties niet bevestigen. 
Wij vonden dat xenotransplantaten steeds totale necrose toonden, 
terwijl ook een aantal van de oude transplantaten gevoelig bleven. 
Bij de xenotransplantaten ontstaat rond dag 50 mogelijk zelfs een 
lichte toename van de gevoeligheid. Een verklaring voor deze ver-
schillen met de bevindingen van Jooste en Winn lijkt niet gemakke-
lijk te geven. Wellicht speelt het feit dat in onze modellen 
slechts een humorale immuniteitsreaktie van de nu/nu muis optreedt, 
terwijl in de door hun gebruikte modellen een voornamelijk cellu-
99 
laire immuniteitsreaktie optreedt, toch een rol. 
De verklaring van het verschijnsel adaptatie 
De verklaring van het fenomeen adaptatie van huidtransplan-
taten in ons model moet niet gezocht worden in een sterke ver-
mindering van het totale aantal antigenen in het transplantaat. 
Tegen een dergelijke verklaring pleiten de resultaten van de re-
transplantaties, samengevat in tabel 9.VI. Deze bevindingen zijn 
in overeenstemming met experimenten van Billingham et al (1956) 
bij de muis. Hieruit bleek dat huidtransplantaten na een verblijf 
van 51-186 dagen op een tolerante ontvanger door een tweede niet 
tolerante ontvanger normaal werden afgestoten. Alleen was de me-
diane overlevingsduur 2-3 dagen langer dan voor eerste transplan-
taten in dat model. Deze extra verlenging schreven deze auteurs 
toe aan een mogelijk complete vervanging van het corium en vascu-
lair endotheel van het transplantaat door weefsel van de tussen-
ontvanger. Het transplantaat zou zich dan als een epidermis trans-
plantaat gedragen en niet als een volledig huidtransplantaat. Bij 
konijnen overleven zulke epidermis transplantaten langer dan vol-
ledige huidtransplantaten (Billingham en Sparrow 1954). In onze 
experimenten bleek dat de ingroei van de reeds 28 dagen door een 
tussenontvanger gedragen transplantaten bij de tweede ontvanger 
lang niet zo vlekkeloos verliep als die van de verse B10.D2 trans-
plantaten. Dit moet eveneens veroorzaakt worden door veranderingen 
die tijdens het verblijf op de eerste ontvanger in het transplan-
taat ontstaan zijn, waardoor een grotere gevoeligheid voor een 
volgende periode van ischaemie optreedt. 
De door ons waargenomen adaptatie kan waarschijnlijk beter 
verklaard worden door veranderingen in de vascularisatie van het 
transplantaat die geleidelijk gaan optreden. Medawar (1944) be-
schreef dat de vascularisatie van autologe huidtransplantaten bij 
het konijn op dag 4 gereed kwam, en dat daarna door het gelijk-
tijdig ontstaan van een milde traumatische ontstekingsreaktie een 
uitbreiding plaats vond tot een weelderig vaatnetwerk ("wound 
vessels"). Op dag 8 was dit rijke netwerk al weer voor een deel 
verdwenen, hoewel het soms tot dag 12 bleef bestaan. Vanaf dag 8 
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werden de definitieve vaten geleidelijk kleiner in doorsnede en 
bovendien verminderde hun aantal, totdat op dag 24 de vascularisa-
tie nauwelijks meer van die van normale huid was te onderscheiden. 
Bij de bestudering van de vascularisatie van autologe huidtrans-
plantaten bij de muis werden door Rolle (1959) en Castermans (1957) 
een soortgelijke vermindering van het vaatkaliber gezien, waarbij 
ze echter niet exact aangeven op welke dag dat normale kaliber 
bereikt werd. Uit onze gegevens bij de muis blijkt dat de gevoelig-
heid van B10.D2 transplantaten voor alloantiserum en complement 
op verschillende tijdstippen na transplantatie vrijwel geheel 
synchroon verloopt met de door Medawar beschreven verandering in 
de vascularisatie van het transplantaat. Na een periode van onge-
voeligheid tot dag 4 ontstaat er een maximale gevoeligheid op dag 
7 en 8, gevolgd door een geleidelijke vermindering in gevoelig 
heid van de transplantaten. Vanaf dag 16 is deze minder uitgespro-
ken, maar toch nog duidelijk waarneembaar, hetgeen tot uiting 
komt in het percentage transplantaten met slechts partiële of ont-
brekende necrose. Algehele ongevoeligheid werd in onze modellen 
niet bereikt. 
Onze resultaten steunen de hypothese van Billingham et al 
(1956) dat bij het optreden van adaptatie bij huidtransplantaten 
de ontwikkeling en toestand van de vascularisatie een belangrijke 
rol speelt. Daarnaast wezen dezelfde auteurs ook op de mogelijk-
heid dat het endotheel van de bloedvaten van een ouder transplan-
taat gedeeltelijk vervangen zou kunnen zijn door weefsel van de 
ontvanger. Zij gingen hierbij van de veronderstelling uit, dat de 
vaatvoorziening van een huidtransplantaat van de donor afkomstig 
is. Over de vraag of bij de huidtransplantaten de vaatvoorziening 
van de donor dan wel van de ontvanger afkomstig is, bestaat in de 
literatuur geen eenstemmigheid. Volgens sommige auteurs bestaat 
het grootste gedeelte van de vascularisatie uit nieuwe, van de 
ontvanger afkomstige vaten, die eventueel pre-existente vaten van 
een transplantaat als niet viabele matrix gebruiken (Davis en 
Traut 1925, Converse et al 1965, Zarem 1965, 1967). Volgens anderen 
daarentegen zijn de vaten altijd van de donor afkomstig (Birch en 
BrSnemark 1969, Halier et al 1966, Smahel en Ganzoni 1970, Lambert 
1971). Het feit dat bij hyperacute afstoting van huidtransplanta-
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ten bij de muis, blijkens de histologie, de eerste reaktie zich 
in de vaten en met name op de vaatwand afspeelt, lijkt ook te 
pleiten voor deze laatste opvatting. Het is mogelijk dat na endo-
theelnecrose tengevolge van lokale afstotingsprocessen een par-
tiële vervanging door ontvangerendotheel optreedt, waardoor een 
vermindering van de gevoeligheid door immunologische beschadiging 
ontstaat. Dit zou een verklaring kunnen vormen voor de verdere 
vermindering van de gevoeligheid voor alloantiserum en complement, 
nadat de vascularisatie van huidtransplantaten volledig uitgerijpt 
is en niet meer te onderscheiden is van die van normale huid. De 
gegevens van Jooste (1973) en Jooste en Winn (1975) zijn in over-
eenstemming met deze hypothese, omdat in het door hen gebruikte 
xenogene model de ongevoeligheid 6 dagen eerder optreedt dan in 
het allogene model. Het groter antigene verschil van het xeno-
transplantaat zou kunnen leiden tot meer lokale afstotingsreaktie 
met meer vervanging door ontvangerendotheel en dus sterkere adap-
tatie. Ook onze bevindingen van de geleidelijke afname van de ge-
voeligheid voor antilichamen en complement in het allogene trans-
plantatiemodel bij de nu/nu muis, kunnen hierbij passen. De moge-
lijke toename van de gevoeligheid, zoals door ons gesignaleerd 
op dag 50 in het xenogeen huidtransplantatiemodel bij de congeni-
taal thymusloze muis, zou hiermee echter in tegenspraak zijn. 
Ook bij transplantaten, waar vanaf de aanvang een volledige 
vascularisatie aanwezig is, lijkt adaptatie een rol te spelen. 
Zoals te verwachten is er geen periode van initiële ongevoeligheid. 
Een niertransplantaat kan direkt na transplantatie hyperacuut wor-
den afgestoten. In de eerste periode na transplantatie bestaat er 
een grotere gevoeligheid, mogelijk veroorzaakt door een verhoogde 
permeabiliteit van de bloedvaten als gevolg van beschadiging door 
ischaemie, preservatietechniek of chirurgisch trauma. Als deze 
invloeden verdwijnen zal het transplantaat minder gevoelig worden. 
Ook bij de primair gevasculariseerde transplantaten is de mogelijk-
heid van vervanging van donor door ontvangerendotheel onderzocht. 
Hierbij werd meestal gebruik gemaakt van transplantaten van manne-
lijke donoren, geplaatst in vrouwelijke ontvangers en werd ver-
volgens het sexchromatine in endotheelcellen onderzocht. Trentin 
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(1966) en Williams et al (1969, 1971, 1973) toonden op deze tech-
nisch moeilijke wijze bij aorta-allotransplantaten bij ratten aan 
dat endotheelvervanging optrad in grote gebieden van het trans-
plantaat. Andere auteurs echter (Bohle en Fischbach 1970, De Bono 
1972, Sinclair 1973) waren van mening dat endotheelvervanging bij 
menselijke nierallotransplantaten geen wezenlijke bijdrage leverden 
in de verklaring van het fenomeen adaptatie. Een andere verklaring 
voor de adaptatie zou het fenomeen van de "capillary shielding" 
kunnen zijn. Het blijkt dat er zich geleidelijk in een menselijk 
niertransplantaat perivasculair bindweefsel vormt, dat in belang-
rijke mate bestaat uit fibroblasten, afkomstig van de ontvanger 
(Bohle en Hinrichsen 1969, Bohle en Fischbach 1970). Deze zouden 
de antigenen op de cellen van het transplantaat, die buiten de 
vaten gelegen zijn,als het ware afschermen voor de schadelijke 
invloeden die het transplantaat vanuit de circulatie bereiken. 
Het lijkt in ieder geval waarschijnlijk dat het fenomeen 
adaptatie verklaard moet worden door het feit dat, naarmate het 
transplantaat langer in de ontvanger aanwezig is, de bereikbaar-
heid van de transplantatie-antigenen vermindert. Hierbij speelt 
waarschijnlijk de afname van de intensiteit van de vascularisatie 
een voorname rol, met name wanneer het huidtransplantaten betreft. 
Daarnaast zouden lokale afstotingsprocessen een vermindering van 
het aantal antigenen op het endotheel van de vaatwand en vorming 
van perivasculair bindweefsel kunnen veroorzaken, waardoor de ge-





De hier beschreven modellen van hyperacute afstoting van 
huidtransplantaten bij de muis zijn in vergelijking met de reeds 
daarvoor bestaande proefdiermodellen relatief eenvoudig en bieden 
mogelijkheden voor verder onderzoek. Overweegt men de implicaties 
die onze experimenten in een wellicht verdere toekomst zouden 
kunnen hebben voor de klinische transplantatie, dan blijken enkele 
aspecten vermeldenswaard: 
1. Het lijkt in principe mogelijk dat zich in een alloantiserum 
zowel cytotoxische als blokkerende (enhancing) antilichamen 
bevinden. Het in onze experimenten ontwikkelde model maakt het 
mogelijk deze beide eigenschappen van ieder antiserum of iedere 
antiserumfractie te bestuderen. Het is te beschouwen als een 
noodzakelijke in vivo parameter voor pogingen een zuiver en-
hancing antiserum te bereiden. 
2. Variaties op het model, met meer of minder grote antigene ver-
schillen, scheppen de gelegenheid te bestuderen tot welk anti-
geen verschil de mogelijkheid tot het opwekken van enhancement 
blijft bestaan. 
3. Uit onze experimenten blijkt de grote betekenis van het comple-
mentsysteem voor de humorale afstotingsreaktie. Zij wekken de 
indruk dat manipulering van het complementsysteem van een ge-
geven ontvangerspecies een ingang zou kunnen bieden om de 
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humorale afstotingsreaktie te verzwakken. Wederom biedt het 
model een in vivo parameter voor het resultaat van zulke mani-
pulaties . 
4. De invloed van pharmaca op humoraal gemedieerde afstotings-
processen kan in het model worden onderzocht, voordat de bruik-
baarheid in de kliniek wordt getest. 
5. Het wordt uit onze experimenten duidelijk dat het fenomeen 
adaptatie van grote betekenis is in de transplantaatoverleving. 
Dit wijst op het belang van het overbruggen van de periode, 
waarin het transplantaat, onmiddellijk na de transplantatie, 
in verhoogde mate is blootgesteld aan de immuniteitsreaktie van 
de ontvanger. Een meer kwantitatieve kennis van de rol van het 
fenomeen in de tijd - in afhankelijkheid van het antigene ver-
schil en van de effectiviteit van het complementsysteem bij 
een gegeven ontvangerspecies - zou een ruggesteun betekenen 




Voor het tot stand komen van hyperacute afstoting van trans-
plantaten is naast de aanwezigheid van antilichamen de aktivering 
van het complementsysteem een noodzakelijke voorwaarde. De vroegere 
pogingen om huidallotransplantaten bij de muis met behulp van 
antilichamen hyperacuut te destrueren zijn alle mislukt omdat het 
complementsysteem van de muis blijkbaar onvoldoende geaktiveerd 
wordt. Indien samen met de alloantilichamen vers konijneserum als 
een effectieve complementbron intraveneus werd ingespoten ontstond 
een reproduceerbare hyperacute afstotingsreaktie. Het fenomeen 
kon alleen worden opgewekt met antilichamen, die specifiek gericht 
waren tegen transplantaatantigenen. De hoeveelheid vers konijne-
serum die gewenst leek om samen met antiserum een goed reprodu-
ceerbare afstotingsreaktie te veroorzaken, bedroeg bij de door ons 
gebruikte vrouwelijke ontvangers 0.25 ml, bij de mannelijke 0.50 
ml. De enige toedieningswij ze die tot optimale resultaten leidde 
was de intraveneuze injectie. 
Het histologisch beeld van het hyperacuut afstotingsproces 
toonde een opvallende overeenkomst met de direkte passieve Arthus-
reaktie. Tekenen van aktivering van het stollingssysteem ontbra-
ken gedurende de eerste 24 uur na injectie. Daarna werd slechts 
sporadisch trombose en fibrine gevonden in necrotische gebieden, 
zodat aangenomen moet worden dat bij de destructie het stollings-
mechanisme, althans in dit model, geen rol van betekenis speelt. 
Passieve enhancement van huidallotransplantaten bij de muis 
kon gewijzigd worden in hyperacute afstoting door toediening van 
een effectief complement aan de ontvanger. Dit suggereert de aan-
wezigheid van twee soorten antilichamen in het gebruikte enhancing 
serum: blokkerende antilichamen, die de afstotingsreaktie kunnen 
uitstellen, en cytotoxische antilichamen, die bij aanwezigheid van 
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een effectief complementsysteem tot zeer snelle destructie van 
het transplantaat aanleiding geven. Nader onderzoek van deze hypo-
these en scheiding van deze twee soorten antilichamen is van groot 
belang, omdat klinische toepassing van passieve enhancement alleen 
mogelijk is met behulp van zuivere blokkerende antilichamen. Ver-
ontreiniging met cytotoxische antilichamen zou gemakkelijk tot 
destructie van transplantaten kunnen leiden aangezien de mens, 
vergeleken met de muis, over een effectief complementsysteem be-
schikt. 
Bij de congenitaal thymusloze muis (nu/nu), die geen effec-
tieve cellulaire immuniteit bezit, blijven zonder enige immuno-
suppressieve behandeling allo- en xenotransplantaten doorgaans 
vitaal tot de dood van de ontvanger. Ook in dit, niet door cellu-
laire afstotingsreakties gehinderde transplantatiemodel, was door 
intraveneuze toediening van alloantiserum en konijnecomplement 
hyperacute afstoting van allotransplantaten te induceren. Boven-
dien bleek de nude muis na allo- en xenotransplantatie zelf anti-
lichamen te vormen, die na toediening van een effectief complement-
systeem alléén in staat waren om totale necrose van het transplan-
taat te veroorzaken. Het uitblijven van transplantaatafstoting 
bij de nu/nu muis is blijkbaar niet alleen het gevolg van de af-
wezigheid van cellulaire immuniteit, maar wordt evenzeer veroor-
zaakt door het ontbreken van een effectief eigen complementsys-
teem. Xenotransplantaten konden door toediening van alléén hetero-
antiserum hyperacuut worden afgestoten. Kennelijk wordt het weinig 
effectieve complementsysteem van de muis zelf bij een zeer sterk 
antigeen verschil wel geaktiveerd. De oorzaak hiervan dient ge-
zocht te worden in een grotere dichtheid van gebonden antilicha-
men op de cellen van het transplantaat, waardoor de complement-
aktivering wordt vergemakkelijkt. 
Werd het complementsysteem in vers konijneserum ббг gebruik 
geïnaktiveerd door verhitting, behandeling met zymosan, carrage-
nine of immuuncomplexen, dan verdween niet alleen de cytotoxische 
aktiviteit voor gesensibiliseerde lymfocyten in vitro, maar ook 
het vermogen om destructie in vivo te induceren. Dit vermogen 
bleef na adsorptie van het konijneserum aan muizecellen wel be-
houden. Hieruit kan men concluderen, dat het destructief effect 
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van vers konijneserum niet berust op bij het konijn voorkomende 
natuurlijke antilichamen tegen muizecellen, maar op de specifieke 
werking van het complementsysteem. Na incubatie bij 37 С in vitro 
daalde de complementtiter in vers konijneserum in enkele dagen 
geleidelijk; echter het vermogen om hyperacute afstoting te ver­
oorzaken in combinatie met alloantiserum bleef volledig behouden. 
Na incubatie bij 37°C in vivo trad na 5 uur nog slechts in onge­
veer 50% en na 8 uur in geen der gevallen hyperacute afstoting op. 
Na intraveneuze injectie van vers konijneserum beschikt de muis 
dus gedurende enkele uren over een efficiënt complementsysteem. 
De aanwezigheid van een funktionerend vaatbed lijkt noodzake-
lijk om hyperacute afstoting van allotransplantaten bij de muis 
te kunnen induceren. Er werd een initiële periode van ongevoelig-
heid voor de tijdelijke destructieve werking van vers konijne-
serum en alloantiserum gevonden, die fraai correleerde met de 
literatuurgegevens over de periode waarin een huidtransplantaat 
nog niet beschikt over een goed funktionerend vasculair netwerk. 
Wanneer op dag 4 à 5 het huidtransplantaat wel goed doorbloed be-
gint te worden, werd het in alle gebruikte modellen voor het 
eerst mogelijk om destructie op te wekken door injectie van allo-
antiserum en konijnecomplement. De maximale gevoeligheid van de 
huidtransplantaten op dag 7 en 8 na transplantatie kwam eveneens 
overeen met histologische gegevens uit de literatuur, die op de-
zelfde dagen een maximaal uitgebreid vasculair netwerk beschrijven. 
De vermindering in gevoeligheid van een transplantaat voor de 
immunologische aanvallen van de ontvanger, naarmate de transplan-
tatie langer geleden is, wordt adaptatie genoemd. Dit fenomeen is 
bij diverse species beschreven voor de voornamelijk cellulaire 
allotransplantaatafstoting. Uit ons onderzoek bleek dat adaptatie 
ook optreedt voor de louter humoraal gemedieerde afstotingsreaktie. 
In de gebruikte modellen, waarbij verschillende vormen van immuno-
suppressie gegeven werden, en ook bij congenitaal thymusloze ont-
vangers, trad een vermindering van de gevoeligheid voor alloanti-
lichamen en complement op, naarmate de transplantatie langer ge-
leden was. Deze verandering in gevoeligheid liep geheel parallel 
met de in de literatuur beschreven afname in de intensiteit van de 
vascularisatie vanaf dag 8 na transplantatie. In onze modellen 
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werd geen periode van totale ongevoeligheid bereikt. 
Bij ontvangers van twee in ouderdom verschillende transplan-
taten bleken na een injectie van alloantiserum en complement de 
beide transplantaten een verschillende gevoeligheid te bezitten: 
de enkele weken oude transplantaten werden in een veel trager 
tempo afgestoten of veel minder ernstig beschadigd dan die welke 
ongeveer een week oud waren. Na overtransplanteren van 4 weken 
oude transplantaten naar nieuwe ontvangers bleek dat de transplan-
taten op dag 7 of 8 na retransplantatie normaal snel konden worden 
afgestoten. Adaptatie kan dus niet verklaard worden door een sterke 
afname van het totaal aantal antigenen in het transplantaat zelf. 
Ook in een xenogeen transplantatiemodel bleek adaptatie voor het 
destructief effect van intraperitoneaal toegediend heteroanti-
serum op te treden. Al deze gegevens suggereren dat bij het ver-
schijnsel adaptatie van huidtransplantaten bij de muis de ont-
wikkeling en rijping van het vaatbed een essentiële rol speelt. 
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SUMMARY 
HYPERACUTE REJECTION OF SKIN GRAFTS IN THE MOUSE 
Hyperacute rejection of grafts by humoral antibodies directed 
against the graft antigens, does only occur if the complement 
system is activated. Earlier attempts to induce acute destruction 
of allogeneic skin grafts in the mouse have all failed because 
the mouse complement is not sufficiently activated after injection 
of alloantisera. When, as a complement source, fresh rabbit serum 
was administered intravenously together with alloantibodies, hyper-
acute rejection could be elicited very reproducibly. The phenome-
non did only occur when antibodies were used that were specific-
ally directed against the graft antigens. The minimal amount of 
rabbit complement, that always resulted in hyperacute rejection 
in the model used, was 0.25 ml in female and 0.50 ml in male 
recipients. Only the intravenous route of administration gave 
optimal results. 
The histologic picture of the rejection process showed a 
striking similarity to the direct, passive Arthus reaction. There 
were no signs of intravascular coagulation during the first 24 hr 
after the injection. After that period only small amounts of fi-
brin were seen in the necrotic areas. It is therefore highly un-
likely that intravascular coagulation plays an important role in 
the acute destruction of the grafts in this model. 
Passive enhancement of skin allografts in the mouse could be 
dramatically abrogated by the administration of an efficient 
complement to the recipient. This suggests the presence of two 
types of antibodies in the enhancing antiserum used: blocking 
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antibodies which can postpone the rejection and cytotoxic anti­
bodies which in the presence of an effective complement can cause 
acute destruction of the graft. Further study of this hypothesis 
and attempts to separate these antibodies are of prime importance, 
as clinical application of passive enhancement will be only pos­
sible with the use of sera, containing exclusively blocking anti­
bodies. Contamination of the sera with cytotoxic antibodies would 
lead easily to destruction of the grafts because, as compared to 
the mouse, the human complement system is very efficient. 
The congenitally athymic (nu/nu) mouse lacks an effective 
cellular immunity, which allows for indefinite survival of allo­
geneic and xenogeneic grafts in these animals. In this model, it 
was also possible to induce hyperacute destruction of allografts 
by i.v. injection of alloantiserum and rabbit complement. Further­
more, the nude mice produced antibodies after the transplantation 
of allogeneic and xenogeneic skin. These antibodies were able to 
initiate the activation of rabbit complement after its i.v. in­
jection which led to complete necrosis of the graft. The absence 
of graft rejection in the nu/nu mouse is apparently not only the 
result of a lack of cellular immunity but also of the relative 
inefficiency of the mouse endogenous complement system. Xeno­
grafts could be destroyed acutely by the administration of hetero-
antiserum alone. Therefore, it is likely that mouse complement can 
be activated when there is a greater antigenic difference. This 
is probably caused by a higher density of antibodies bound to 
graft antigens, which facilitates complement activation. 
If rabbit complement was heat-inactivated before its use, or 
treated with zymosan, carrageenin or immunecomplexes, it did not 
only loose its ability to lyse sensitized cells in vitro, but 
also its potential to induce hyperacute rejection in vivo. Ab­
sorption of rabbit complement to mouse cells, on the other hand, 
did not impair its destructive capacity. This shows that fresh 
rabbit serum does not act through a destructive effect of natural­
ly occurring antibodies, directed against mouse cells, but by a 
specific activation of the complement system. After incubation at 
37 С in vivo during 5 hr, only 50% of the animals showed hyper­
acute rejection. After 8 hr of incubation, destruction could no 
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longer be induced. Thus, after i.v. injection of fresh rabbit 
serum, the mouse possesses an efficient complement system during 
a few hours. 
The presence of functioning vessels seems te be a prere-
quisite for the induction of hyperacute rejection of allografts 
in the mouse. We found an initial period of insensitivity to the 
destructive effect of fresh rabbit serum and alloantiserum. This 
period correlated nicely with data in the literature on the time 
needed for a skin transplant to establish an effective vasculari-
sation. An effective blood flow is present on day 4 or 5 after 
grafting and this was exactly the period which it took for the 
grafts to become sensitive to the destructive action of antiserum 
and complement. Maximal sensitivity was reached on day 7 and 8 
after transplantation and this again fits well with the histological 
descriptions in the literature where on these very days there is 
a maximally developed vascular network. 
The gradual decrease in sensitivity of a graft to the immune 
attack of the host, when more time after the transplantation has 
elapsed, is called adaptation. This phenomenon has been described 
in several species for the cell-mediated rejection. The current 
study shows that this also holds true for an exclusively humorally 
mediated rejection. In all models used, a decrease in sensitivity 
to alloantiserum and complement was seen when the interval between 
grafting and injection increased. This was seen in mice, treated 
with different methods of immunosuppression and also in congeni-
tally athymic recipients. The change in sensitivity was in keeping 
with the literature in which a gradual decrease in the intensity 
of the vascularisation is described, starting from day 8 after 
transplantation. However, in our models we never noticed a period 
of complete insensitivity. 
When a mouse received two skin grafts differing in age, the 
grafts also reacted differently upon injection of alloantiserum 
and complement: grafts that were several weeks old were destroyed 
more slowly or showed less extensive necrotic changes than grafts 
that were only one week old. After retransplantation of four weeks 
old skin allografts to new hosts, these grafts behaved as first 
set grafts and were rejected with normal velocity after injection 
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on day 7 or 8. Thus, adaptation cannot be explained by an impor-
tant decrease of the total number of antigeneic sites in the skin 
graft itself. Xenografts also showed adaptation to the destructive 
effect of intraperitoneally administered heteroantiserum. All 
these results suggest that the development and maturation of the 
vascular network plays a decisive role in the adaptation of skin 
grafts in the mouse. 
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De auteur van dit proefschrift werd op 28 november 1943 geboren te Venray. 
Hij bezocht het St. Thomascollege te Venlo en behaalde het einddiploma 
Gymnasium В in 1961. Daarna studeerde hij geneeskunde aan de Katholieke 
Universiteit te Nijmegen, waar hij in 1968 het artsexamen aflegde. Tot 
1 april 1970 vervulde hij zijn militaire dienstplicht. Van 1 april 1970 tot 
1 april 1975 werd hij aan de Universiteitskliniek voor Inwendige Ziekten van 
het St. Radboud Ziekenhuis te Nijmegen opgeleid tot internist. Sindsdien is 





Het feit dat immunologisch enhancement bij de rat en de muis ge­
makkelijk kan worden opgewekt wordt veroorzaakt door het ontbreken 
van een effectief complementsysteem bij deze diersoorten. 
2 
De bevinding van Rijgaard dat na huidallotransplantatie bij de 
congenitaal thymusloze muis geen antilichamen aantoonbaar zijn in 
het serum is onjuist. 
- Rijgaard J (1974) Skin grafts in nude mice. 1. Allografts in nude mice 
of three genetic backgrounds. Acta Pathol Microbiol Scand A 82, Θ0 
- Dit proefschrift 
3 
Het ontbreken van een effectieve cellulaire immuunreaktie biedt 
slechts een gedeeltelijke verklaring voor het intact blijven tot 
de dood van de ontvanger van allo- en xenotransplantaten bij de 
congenitaal thymusloze muis. 
4 
Het onderzoek van het urinesediment dient te geschieden door een 
deskundige, die de consequenties van de bevindingen kent. Routine­
matig laten onderzoeken van het urinesediment is zelden zinvol. 
5 
De resultaten van Bluemle en Goldberg pleiten er sterk voor dat 
paracetamol even nefrotoxisch is als phenacetine. 
- Bluemle L, Goldberg M (1968) Renal accumulation of salicylate and 
phenacetin: Possible mechanisms in the nephropathy of analgetic abuse. 
J Clin Invest 47, 2507 
- van der Meer J (1969) De gevaren van fenacetine en andere analgetica. 
Ned Tijdschr Geneeskd 113, 1651 
6 
Bij niertransplantatie verdient een end-to-side anastomose van de 
nierarterie op de arteria iliaca communis de voorkeur boven een 
end-to-end anastomose op de arteria hypogastrica. 
7 
De profylaxe van postoperatieve trombo-embolische complicaties 
door middel van lage doses subcutaan toegediende héparine dient 
algemeen ingevoerd te worden. 
- Kakkar W et al (1975) Prevention of fatal postoperative pulmonary 
embolism by low doses of heparin. Lancet II, 45 
- Sherry S (1975) Low-dose heparin prophylaxis for postoperative venous 
thromboembolism. N Engl J Med 293, 300 
θ 
Bij de behandeling van de pure-red cell anemie moet, indien ver­
wijdering van een aanwezig thymoom geen remissie van de ziekte 
induceert, zeker splenectomie overwogen worden. 
- Krantz SB (1974) Pure red-cell aplasia. N Engl J Med 291, 345 
- eigen waarneming 
9 
De realisatie van de nieuwe Middenschool voor leerlingen van 12-
16 jaar is een belangrijk onderdeel van de herstructurering van 
het onderwijs in Nederland. Ook als iedere leerling een adequaat 
program krijgt aangeboden zal dit project echter pas slagen, wan-
neer de mentaliteit van onderwijsgevenden en ouders rijp is voor 
deze vorm van onderwijs. 
- Gerlag JW et al (1970) Nota Middenschool. RK Mavoblad 52, 285 
- Contouren van een toekomstig onderwijsbestel (1975) Discussienota 
Ministerie van Onderwijs en Wetenschappen 
10 
Klinici, die tijdelijk niet klinisch onderzoek verrichten, worden 
door hun collegae nog te vaak gezien als kostbare Willie Wortels. 
- Walt Disney's Donald Duck, Weekblad 
11 
Aan een zeer belangrijke funktie van een proefschrift - tijdelijke 
decoratie van bureau en boekenkast - wordt doorgaans te weinig 
aandacht besteed. 
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